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1. SANTRAUKA

Darbo autoré: Liveta Sereikaité

Darbo tema: Krities véziu serganc¢iy pacien¢iy PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy ir jy
prognozinés vertés tyrimas

Darbo tikslas: Istirti kraties véziu serganciy pacien¢iy PON1geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmus ir

iSanalizuoti jy sgsajas su prognoziniais veiksniais.
Darbo uZdaviniai:

1. Nustatyti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy aleliy ir genotipy pasiskirstymg tarp
kriities véziy serganciy pacienciy.
2. ISanalizuoti Siy polimorfizmy sgsajas su klinikinémis ir morfologinémis naviko savybémis bei
naviko receptoriy raiska.
3. ISanalizuoti PON1 geno varianty sgsajas su Sirdies pazaidos rizikos veiksniais, jos i§sivystymu
po taikyto chemoterapinio gydymo.
Metodai: Buvo atliktas retrospektyvus tyrimas, j kurj jtraukta 81 pacienté. Tyrimui reikalinga DNR
buvo iSskirta 1§ periferinio kraujo leukocity. Taikant polimerazés grandininés reakcijos ir elektrofozerés
metodus buvo i$skirti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmai. [vertintas aleliy ir genotipy dazniy
pasiskirstymas. Pirsono Chi kvadrato testu ir FiSerio tiksliuoju kriterijumi jvertintas rs662 ir rs3735590
polimorfizmy rySys su klinikinémis, morfologinémis naviko savybémis, Sirdies pazaidos rizikos
veiksniais ir jos iSsivystymu po taikyto chemoterapinio gydymo.
Rezultatai: PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy aleliy ir genotipy dazniy pasiskirstymas:
rs662 A alelis — 79 proc.; G alelis — 21 proc.; AA genotipas — 63 proc.; AG — 32,1 proc.; GG — 4,9 proc.;
rs3735590 C alelis — 96,2 proc.; T alelis — 3,8 proc.; CC genotipas — 92,6 proc.; CT — 7,4 proc.; TT -0
proc. Tiriant rs662 ir rs3735590 polimorfizmus nebuvo rasta jokiy statistiskai reikSmingy rezultaty su
klinikinémis, morfologinémis naviko savybémis, Sirdies pazaidos rizikos veiksniais bei jos i$sivystymu.
ISvada: Tyrimo metu PON1 geno rs662 polimorfizmo genotipas AA buvo dazniausias, o GG reciausias.
Tiriant PON1 geno rs3735590 polimorfizma, CC genotipas buvo dazniausias, TT — nenustatytas. Abu
polimorfizmai neturéjo jtakos klinikinéms, morfologinéms naviko savybéms, Sirdies pazaidos rizikos

veiksniams ir jos i$sivystymui po taikyto chemoterapinio gydymo.



2. SUMMARY

Author: Liveta Sereikaité
Title: A Study of PON1 Gene rs662 and rs3735590 Polymorphisms and Their Prognostic Value in
Breast Cancer Patients
The aim of the research: to examine the PON1 gene rs662 and rs3735590 polymorphisms in patients
with breast cancer and to analyse the link between given polymorphisms and prognostic factors.
The objectives:
1. To identify the distribution of PON1 gene rs662 and rs3735590 polymorphism alleles and
genotypes in patients with breast cancer.
2. To analyse the link between the given polymorphisms and clinical and morphological properties
of the tumor and the expression of the tumor receptors.
3. To analyse the link between different variants of the PON1 gene and the development of heart
damage after the chemotherapy and the risk factors of the heart damage.
Methods: A retrospective study, involving 81 breast cancer patients, was conducted. DNA was sampled
from the leukocytes of the peripheral blood. Polymorphisms of rs662 and rs3735590 alleles in the PON1
gene were examined with the Polymerase chain reaction and the method of electrophoresis. The
distribution of alleles and rates genotypes were estimated. The associationof rs662 and rs3735590
polymorphisms with the clinical, morphological features of the tumor, the development and the risk of
heart damage after the chemotherapy was estimated using Pearson Chi-square test and Fischer’s exact
test.
Results: The distribution of polymorphisms of rs662 and rs3735590 alleles in PON1 gene and genotype
rates: rs662 A allele — 79%; G allele — 21%; AA genotype — 63%; AG — 32,1%; GG — 4,9%); rs3735590
C allele — 96,2%; T allele — 3,8%; CC genotype — 92,6%; CT — 7,4%; TT — 0%. No statistically
significant result was found associating polymorphisms of rs3735590 and rs662 and clinical,
morphological features of the tumor, heart damage and its risk factors.
Conclusions: During the research, rs662 polymorphism in PON1 gene AA genotype was most frequent,
GG genotype - the rarest. While studying the polymorphism of rs373559 in PON1 gene, CC genotype
was most frequent, TT — not identified. Both polymorphisms had no significant role in the clinical,
morphological properties of the tumour and the development of heart damage after the chemotherapy

and the risk factors of the heart damage.
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6. SANTRUMPOS

AH — arteriné hipertenzija

BNP — B tipo natriuretinis peptidas
CD - cukrinis diabetas

CRB - C reaktyvus baltymas

DNR — deoksiribonukleortigstis
DTL — didelio tankio lipoproteinai
EKG — elektrokardiograma

ER — estrogeny receptorius
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G — naviko diferenciacijos laipsnis
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. HER2 — Zmogaus epidermio augimo faktoriaus 2-0j0 tipo receptorius
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. IF — i§stimimo frakcija
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. KMP — kardiomiopatija
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. KS — kairysis skilvelis
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. KSIF — kairiojo skilvelio i§stimimo frakcija
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. KV — kriities vézys
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. LOPL — létiné obstrukciné plauciy liga

-
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. LSMUL KK — Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoniné Kauno klinikos

=
oo

.LSMU MA MF Ol — Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninés Medicinos akademija
Medicinos fakultetas Onkologijos institutas

19. MI — miokardo infarktas

20. MPO — mieloperoksidazé

21. MR — magnetinis rezonansas

22. MTL — mazo tankio lipoproteinai

23. NT-proBNP — aminoterminalinis pro-B tipo natriurezinis peptidas

24. PGR — polimerazés grandininé reakcija

25. P1 — pasikliautinasis intervalas

26. PR — progesterono receptorius

27. RFIP — restrikciniy fragmenty ilgio polimorfizmas

28. SKL — sirdies ir kraujagysliy ligos

29. SN — girdies nepakankamumas

30. SS — sansy santykis

31. Tnl —troponinas |

32. VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

33. 2D — dvimatis

34. 3D - trimatis
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7. SAVOKOS

Apoptozé — morfologiné genetiSkai programuotos Igstelés mirties iSraiska.

Chemoterapija — gydymas citostatiniais preparatais, slopinanciais vézio lgsteliy augima,
dauginimasi arba naikinanciais jas.

Dislipidemija — kraujo riebaly, arba lipidy, koncentracijos pokyciai kraujo serume (dazniausiai
Ju padid¢jimas).

Doksorubicinas — antracikliny grupés prie$vézinis preparatas, iSskirtas i§ Streptomyces
peucetius.

Kardiomiocitas — irdies raumens (miokardo) strukttrinis funkcinis vienetas.

Kardiomiopatija — Sirdies raumens pazeidimas, kurio metu pleciasi Sirdies ertmés ir/ar storéja
miokardas.

Kardiotoksiskumas — Sirdies raumens pazeidimo ar elektrofiziologinés disfunkcijos i§sivystymas
deél tiesioginio tam tikry vaisty poveikio ar netiesioginio poveikio hemodinamikai ir trombiniy
reiskiniy atsiradimui.

Menarché — pirmosios ménesings.

Menopauzeé — menstruacijy nebuvimas ir estrogeny sintezés kiauSidése maz¢jimas.

Metaanalizé — kiekybiné statistiné keliy atskiry, bet panaSiy eksperimenty ar tyrimy analizé
siekiant gauti bendrus statistiSkai reikSmingus duomentis.

Naviko diferenciacijos laipsnis — onkologijoje naudojamas Zymuo, nurodantis, kiek yra
pakitusios navikinés lastelés, palyginus su lastelémis, 1§ kuriy navikas iSsivysté. Kuo vézZio
lastelés struktiira artimesné sveikosios struktiirai, t. y. geriau diferencijuota, tuo vézio lastele
maziau piktybiska.

Lipidy peroksidacija — reakcija, kurios metu laisvieji radikalai pazeidzia lgsteles, atimdami
elektronus i$ jy membrany.

Spinduliné terapija — vézio gydymo budas, kurio metu naudojama didelés energijos jonizuojanti
spinduliuoté.

stadijose.

Supraventrikuliné tachikardija — terminas, naudojamas apibuidinti padidéjus;j Sirdies
susitraukimy daznj, prasidedantj aktyvuojantis sinusiniam mazgui.

Topoizomeraze — fermentas, katalizuojantis ciklinés DNR struktiirinius poky¢ius.

Troponinas | — kardiomiocity kontraktilinio aparato dalis. Vienas specifiskiausiy ir jautriausiy
laboratoriniy rodikliy nustatant miokardo pazeidima.

Vieno nukleotido polimorfizmas — vieno nukleotido pokytis kitu DNR sekoje.



8. IVADAS

Krities vézys (KV) — dazniausia motery onkologiné liga pasaulyje. Jos gydymui daznai
vartojami chemoterapiniai preparatai — antraciklinai. Jie pasirenkami dél daugelio biologiniy
mechanizmy bei, svarbiausia, efektyvumo. 2017 metais Ellison ir bendraautoriai nustaté, kad taikant
gydyma antraciklinais 5 mety iSgyvenamumas Kanadoje virsijo 80 proc. [1]. Taciau jy vartojima riboja
nuo suminés vaisto dozés priklausomas kardiotoksinis poveikis. 2016 m. iSleistos Amerikos klinikinés
onkologijos asociacijos gairés skelbia, kad Sirdies funkcijos sutrikimas, kaip vienas dazniausiai
pasireiSkian¢iy nepageidaujamy poveikiy klinikingje praktikoje gydant onkologinémis ligomis
sergancius pacientus, turi neigiama poveikj gydymo efektyvumui, gyvenimo kokybei ir iSgyvenamumui
[2].

Paroksinazé-1 (PON1) yra su didelio tankio lipoproteinais (DTL) susijusi esteraze, kuri svarbi
sergant tokiomis ligomis kaip cukrinis diabetas (CD) ar aterosklerozé. Mazas PON1 aktyvumas yra
nustatyti kardioprotekcines PON1 savybes ir kliniking svarbg [3]. Ivairiy studijy rezultatai rodo, kad
PONL1 geno vieno nukleotido polimorfizmai (VNP) gali turéti reikSmeés Sirdies ir kraujagysliy sistemos
patologijai bei jvairiy vaisty metabolizmui. Apie PON1 geno rs662 polimorfizma literatiiroje skelbiama
vis daugiau publikacijy, iSkelianciy prielaida, jog Sis polimorfizmas gali koreliuoti su jvairiy lokalizacijy
vezio iSeitimis, taCiau jrodymy, kurie pagristy rs662 kaip prognozin; KV veiksnj, Siuo metu triiksta.
Kalbant apie PON1 rs3735590 polimorfizma, i§ viso yra atlikti tik 5 tyrimai, kuriy metu buvo nustatytas
rysys tarp §io polimorfizmo bei SKL. Nagrinéjant literatiirg buvo pastebéta, kad tyrimy, nagrinéjanciy
PONL1 rs662 ir rs3735590 polimorfizmy ry$j su kardiotoksiniu doksorubicino poveikiu, nebuvo atlikta,
tad vieningos nuomonés, kaip $ie polimorfizmai yra susij¢ su antracikliny salygota Sirdies pazaida, néra.
Todéel Siame tyrime pasirinkome analizuoti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmus, dél jy sasajy
su SKL, kurias gali salygoti ir vieni i§ pagrindiniy KV gydymo schemose naudojamy vaisty —
antraciklinai.

Sis tyrimas organizuotas atsizvelgiant j kity autoriy tyrimuose paskelbta metodika. PON1 geno
rs662ir rs3735590 polimorfizmai buvo isskirti i§ tyrime dalyvavusiy pacienciy kraujo leukocity. DNR
amplifikacija, atlikta polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu, genotipy vertinimu — PGR —
restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo (RFIP) metodu, o rezultaty frakcionavimas atliktas
naudojantis elektroforeze. Sio tyrimo tikslas buvo istirti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmus
ir jvertinti jy sasajas su klinikinémis bei morfologinémis KV savybémis, taip pat nustatyti Siy
polimorfizmy rysj su Sirdies pazaidos rizikos veiksniais bei jos i§sivystymu po taikyto chemoterapinio

gydymo.



9. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Istirti kraties véziu serganéiy pacien¢iy PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmus ir

iSanalizuoti jy sgsajas su prognoziniais veiksniais.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy aleliy ir genotipy pasiskirstymg tarp
kriities véziy serganciy pacienciy.
2. ISanalizuoti Siy polimorfizmy sgsajas su klinikinémis ir morfologinémis naviko savybémis bei

naviko receptoriy raiska.

3. ISanalizuoti PON1 geno varianty sgsajas su Sirdies pazaidos rizikos veiksniais, jos i$sivystymu

po taikyto chemoterapinio gydymo.



10. LITERATUROS APZVALGA

10.1 Krities vézio prognoziniai bei predikciniai veiksniai

Kruties vézys yra vyresnio amziaus motery liga. 75 proc. visy KV atvejy yra vyresnéms nei 50
mety pacientéms, o sergan¢iy vyry ir motery santykis yra 1:150. KV yra nuo hormony priklausoma liga
ir i§sivysto rec¢iau moterims, kurioms nefunkcionuoja kiausidés, patirian¢ioms ankstyva menopauzeg ar
kurioms netaikoma pakaitiné estrogeno/progesterono terapija. Padidéjusi vézio rizika yra siejama su
ankstyva menarche, vélyva menopauze ir pirmuoju néStumu vyresniame amziuje [4].

KV prognoziniai veiksniai naudojami vertinant ligos progresavimo rizika. Svarbiausi KV
prognoziniai veiksniai yra naviko dydis, i$plitimas j limfmazgius bei metastazés. Gydymo atsakui
vertinti yra naudojami predikciniai veiksniai — estrogeny receptoriy (ER), progesterono receptoriy (PR)
bei Zzmogaus epidermio augimo faktoriaus 2-ojo tipo receptoriy (HER2) btiklé. Hormony receptoriy,
tokiy kaip ER ir PR raiska, padeda numatyti hormoninés terapijos rezultata, todé¢l jie dazniau naudojami
kaip predikciniai veiksniai, o ne prognoziniai [5]. Mazdaug 70 proc. visy pirminiy KV atvejy yra ER
teigiami. ER laikomas geru predikciniu hormoninio gydymo zymeniu. Tyrimo metu, kuriame
pacientéms nebuvo taikomas chemoterapinis gydymas, 5 mety iSgyvenamumas ER teigiamoms sieké 92
proc. gretinant su ER neigiamomis 82 proc. Norint atskirti teigiama ir neigiamg naviko raiSka
receptoriams buvo naudojama 10 proc. teigiamy lgsteliy ribiné verté. Taciau 2010 m. Amerikos
klinikinés onkologijos draugija ir Amerikos patology kolegija atnaujino savo rekomendacijas ir nustaté
1 proc. ribing verte. Jrodyta, kad net ir turint nedaug ER teigiamy lasteliy, hormony terapija yra naudinga
[6]. Nustac¢ius HER2 ekspresijg, stebimas mazesnis 10 mety i§gyvenamumas lyginant su pacientémis,
kurios neturéjo HER2 raiskos (50 proc. gretinant su 65 proc.). HER2 teigiamy naviky gydymui yra
naudojami monokloniniai antiktinai. Taip pat navikuose, kurie per daug ekspresuoja HER2, dazniau
btina p53 anomalijos, neigiami hormony raiskos receptoriai bei stebimas aukstas mitozinis indeksas.
Sie visi veiksniai yra zinomi kaip prastos KV prognozés Zymenys.

Kalbant apie KV genetika, moterys, paveldejusios BRCA1 gena, turi 60 — 80 proc. tikimybe
susirgti kraties véziu ir 33 proc. tikimybe susirgti kiauSidziy véziu. Tokiu atveju, dazniausiai KV
subtipas yra trigubai neigiamas. BRCA2 genas yra siejamas taip pat su KV rizika, taciau daznai btina
teigiamas estrogeny receptoriams [4]. Kiekvienas genas turi tam tikro laipsnio genetinj pakitima, kuriam
biidingi VNP. Jie gali biti susije su farmakogenetiniu toksiskumu, polinkiu j onkologines ligas.

Apibendrinant KV rizikos veiksnius galima suskirstyti j koreguojamus ir nekoreguojamus.
Pastarieji gali bati naudojami kaip prognostiniai bei predikciniai Zymenys, siekiant jvertinti ligos

progresavimg bei atsaka i gydyma.
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10.2 PON1 genas

PON1 yra su DTL susijusi esteraze¢, kuri yra svarbi sergant tokiomis ligomis kaip CD ar
aterosklerozé. Mazas PON1 aktyvumas yra susijes su didele SKL rizika, todé¢l nuolat yra atlickami

PONL1 priklauso trijy serumo paroksinaziy Seimai, kartu su PON2 ir PON3. 1993 Mackness ir
bendraautoriai nustaté, kad PON1 yra svarbus mazinant lipidy peroksido kaupimgsi mazo tankio
lipoproteinuose (MTL) [7]. Sis tyrimas dar labiau paskatino tirti PON1 siekiant issiaiskinti tikslius
fermento fiziologinius mechanizmus. Be to, PON1 hidrolizuoja homocisteino tiolaktonazg. Ji apsaugo
nuo N-homocisteinilinimo, kuris kenkia baltymy struktiirai ir funkcijai [3].

PON1 yra nuo kalcio priklausomas fermentas, susidedantis i§ 354 aminortgsciy, kuriy
molekuliné masé yra 43kDa. Rentgeno kristalografijos struktiiriné analizé padéjo nustatyti PON1
struktura: SeSiaplaukeé, beta sraigto forma, su centriniu tuneliu, kuriame yra du kalcio jonai. Kalcio jonas,
kuris yra giliau tunelyje, atlicka konformacinio stabilumo funkcijg. Kitas kalcio jonas atlieka katalizinj
vaidmenj ir yra svarbus substrato padéties nustatymui bei esterio jungties aktyvavimui [8]. PON1 genas
randasi 7-0sios chromosomos ilgajame petyje (pozicija: 7q21.3) ir yra ekspresuojamas jvairiuose
zinduoliy audiniuose. Pirmiausia yra sintetinamas kepenyse ir dazniausiai biina susijes su DTL
plazmoje.

Kalbant apie §io geno polimorfizmus, zmogaus PON1 turi daug VNP: 8 buvo nustatyti
promotoriaus regione ir 176 geny sekoje, taciau tik kai kurie i§ jy kei¢ia PON1 lygj ir aktyvuma. VNP
taip pat gali biiti susij¢ su gretutiniy ligy i$sivystymu bei lemti ligos sunkuma. DaZniausi polimorfizmai
esantys koduojanciame regione (55 ir 192 pozicijose) turi jtakos PON1 aktyvumui ir koncentracijai.
Leucino ir metionino polimorfizmas, esantis 55 pozicijoje (L55M) yra siejamas su fermento
koncentracijos poky¢iais bei SKL atsiradimu [9]. Glutamino (A genotipas/Q) ir arginino (G genotipas/R)
polimorfizmas 192 padétyje (Q192R) yra susijgs su PON1 aktyvumu. Buvo jrodyta, kad Q192 izoforma
efektyviau hidrolizuoja paraoksong ir metabolizuoja oksiduotg MTL nei R192 izoforma. Q192R
polimorfizmas yra laikomas vienas 1§ pagrindiniy oksidacijos Zymeny. Nuo MTL oksidacijos labiausiai
apsaugoti yra AA homozigotai, o maziausiai GG. Oksiduota MTL stipriau reaguoja su aplinkiniais

audiniais, tai gali salygoti audiniy pazeidima [10].

10.3 PON1 geno rs662 polimorfizmas

Rs662, dar zinomas kaip Q192R, yra PON1 geno VNP. Jis koduoja paroksinazés baltymo
amino riigst] 192. PON1-Q192R polimorfizmg salygoja glutaminas (Q arba A genotipas), pakeistas
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argininu (R arba G genotipas) [11]. 2014 metais Vasconcelos ir bendraautoriai nustaté, kad PON1 rs662
polimorfizmo AA genotipas Brazilijos vaiky populiacijoje buvo susijes su padidéjusia retinoblastomos
rizika bei embrioniniy naviky iSsivystymu. Taip pat bent vienas A alelio pasireiSkimas didina Vilmso
naviko rizikg [12]. Naujagimiai turi Zymiai mazesnj PON1 lygj nei suaugusieji, todél yra jautresni
oksidacinio streso bei organofosfaty poveikiui. Didelis pesticidy naudojimas ir orfanofosfaty poveikis
buvo jrodytas Brazilijoje. 2004 metais Delgado ir bendraautoriy atliktame tyrime buvo nustatyta, kad
néstumo metu pesticidy poveikis motinai yra reikSmingai susijes su timine limfoidine leukemija ir imine
micloidine leukemija ankstyvoje vaikystéje [13].

Yra zinoma, kad oksidacinis stresas, pasireiSkiantis laisvyjy superoksidy radikaly agregacija,
membranos lipidy oksidacija ir DNR pazaidomis, yra susijes su vézio patogeneze [14;15], 0 PON1 yra
atsakinga uz jvairiy toksiny ir kancerogeny eliminacija [3]. D¢l to yra manoma, kad PONL1
polimorfizmai, kurie paveikia §io geno funkcijg, gali dalyvauti lgsteliy dauginimosi ir piktybinés
transformacijos procese, pakenkti DNR bei kitoms biologinéms molekuléms, o tai gali salygoti naviky
atsiradimg [9]. 2019 metais Pan ir bendraautoriai atliko metaanalize remiantis 43 tyrimais ir tiriant
pogrupiuose, buvo rasta sumaz¢jusi kriities vézio rizika A alelio neSiotojams lyginant su G (A lyginant
su G: $ansy santykis ($S)=0,643, 95 proc. pasikliautinis intervalas (P1)=0,440-0,942; AA lyginant su
GG: $5=0,542, 95 proc.P1=0,331-0,886; AG lyginant su GG: $S8=0,529, 95 proc.P1=0,325-0,861; and
AA+AG lyginant su GG: $S=0,534, 95 proc.P1=0,330-0,865). Taip pat baltyjy populiacijoje maZesne
veézio rizikg turéjo AA ir AG genotipai lyginant su GG. Bendrai, vézio rizika yra sumazejusi
heterozigotams AG lyginant su GG genotipu [11]. Kitame 2014 metais atliktame Lurie ir bendraautoriy
tyrime mazesné kiausidziy vézio rizika pacientéms su A aleliu lyginant su GG genotipu [16]. Trijuose
tyrimuose buvo pastebéta, kad padidéjusi SKL rizika yra susijusi su A aleliu [17;18]. Viename i3 jy 2009
metais 1400 pacientams atlikus koronarografija buvo pastebéta, kad AA genotipas yra susijes su
padidéjusia mirtingumo bei nepageidaujamy reiskiniy rizika [19]. Kadangi néra atlikty tyrimy, kurie
nagrinéty PON1 rs662 polimorfizmg Lietuvos motery, serganciy KV populiacijoje, ir vertinant Sirdies
pazaidg po gydymo antraciklinais, tad Siame darbe Sis rs662 polimorfizmas buvo pasirinktas kaip vienas

1§ VNP.

10.4 PON1 geno rs3735590 polimorfizmas

PON1 geno rs3735590 polimorfizmas yra miRNR jungimosi vietoje, todél turi jtakos geny
ekspresijoje ir yra vadinamas miR-VNP. Sio polimorfizmo reik§mei nustatyti buvo atlikti 5 tyrimai.
2013 metais Liu ir bendraautoriai vertino 657 Taivano populiacijos pacientus, kurie sirgo insultu, ir 1571
pacientg, nickada nesirgusj miokardo infarktu (MI) ar insultu. Pacientai, turintys CT ar TT rs3735590
genotipa, turéjo mazesne¢ insulto rizika (p=0,036; p=0,077). Sveiky pacienty populiacijoje CT ir TT
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genotipas buvo susijes su plonesne miego arterijos intima lyginant su CC (p=0,452). Manoma, kad T
alelis galéty turéti apsauginj poveikj nuo aterosklerozés [20]. Kitame tyrime 2014 metais Han ir Kiti
nustaté, kad PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmai yra susije su rikymu ir SKL rizika Singapiiro
Kinijos populiacijoje. Rikymas mazina PON1 aktyvuma, o PON1 yra svarbus siekiant i§vengti SKL.
Tyrime pacientai su ir be SKL buvo skirstomi j neriikandius ir riikanéius arba kada nors rikiusius.
Reik$minga saveika tarp dviejy polimorfizmy ir rikymo kartu su SKL buvo nustatyta (rs662 p=0,012;
rs3735590 p=0,044). T alelis buvo susijes su padidéjusia SKL rizika neriikiusiems pacientams,
turintiems rs3735590 polimorfizma. Prie§ingai, rs662 polimorfizmas buvo susijes su padidéjusia SKL
rizika tik rikantiems [21]. 2016 metais Zhang ir bendraautoriai nustaté, kad miR-616 rs3735590
polimorfizmas yra susij¢s su sumazéjusia koronarinés ligos rizika, o C alelis yra nepriklausomas Sios
ligos rizikos veiksnys [22]. Kitame tyrime 2018 metais Wang ir bendraautoriai nustaté, kad pacientai,
turintys CT ar TT genotipg rs3735590, turéjo mazesng rizikg turéti aortos voztuvo kalcinozg nei CC
genotipg. Siame tyrime buvo nustatyta, kad polimorfizmas, esantis netransliuojamame regione 3’UTR
PONL1 gene, reguliuoja PON1 ekspresija per miR-616 [23]. 2018 metais Lv ir bendraautoriai savo tyrime
pacientus, serganciuslétine obstrukcine plauciy liga (LOPL), kuriems buvo atliktas vainikiniy arterijy
Suntavimas, suskirsté | dvi grupes: CC ir CT/TT. Tiriamieji, turintys CC genotipg buvo siejami su
trumpesniu iSgyvenamumu. Be to, ir Siame tyrime PON1 ekspresija buvo susijusi su miR-616. PON1
geno rs3735590 galéty buti naudojamas LOPL sergantiems pacientams, kuriems planuojamas vainikiniy
arterijy Suntavimas, kaip prognostinis iSgyvenamumo zymuo [24]. Kadangi néra atlikty tyrimy,
nagrin¢jan¢iy PON1 rs3735590 polimorfizmg KV sergan¢iy motery populiacijoje bei vertinant

antracikliny pazaida, Siame darbe jis buvo pasirinktas kaip vienas i§ VNP.

10.5 Sirdies paZaidos rizikos veiksniai

Yra jvairiy klinikiniy rizikos veiksniy, susijusiy su antracikliny sukeliama Sirdies paZaida.
Vienas svarbiausiy — suminé doksorubicino dozé >500-550 mg/m?. Taip pat kardiotoksinj poveikj gali
sustiprinti amzius (>65 metai ir <15 mety), arteriné hipertenzija (AH), dislipidemija, CD, anksc¢iau
vartoti antracikliny grupés vaistai, spinduliné terapija j tarpuplautj, esama Sirdies patologija su
sumazéjusia kairiojo skilvelio iSstimimo frakcija (KSIF). Be to, doksorubicino kardiotoksinj poveikj
gali sustiprinti ir kartu vartojami vaistai, pavyzdziui, trastuzumabas [25]. Kadangi doksorubicinas yra
vienas i§ pagrindiniy preparaty KV gydymo schemose, yra biitina jvertinti galimus pacienty rizikos

veiksnius siekiant iSvengti ar anksti diagnozuoti $irdies pazaida.

10.6 Antraciklinai ir ju sukeliamas Sirdies paZeidimas
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Antraciklinai (doksorubicinas, epirubicinas, daunorubicinas, idarubicinas) yra vieni i$
dazniausiai vartojamy vaisty suaugusiyjy ir vaiky leukemijai, limfomai ir jvairiems solidiniams
navikams gydyti, jskaitant kriities, kiausidziy, plauciy vézi bei sarkomas. Jie jtraukti j Pasaulinés
sveikatos organizacijos pagrindiniy vaisty sgrasa. 2017 metais Ellison ir kiti nustaté, kad taikant gydyma
antracikliny grupés preparatais Kanadoje 5 mety iSgyvenamumas vir§ijo 80 proc. [1]. Taciau
antracikliny vartojimg riboja nuo suminés vaisto dozés priklausomas zalingas poveikis. Daugelyje
tyrimy buvo nustatyta, kad esant suminei 400mg/m? dozei rizika susirgti $irdies nepakankamumu (SN)
padidéja iki 5 proc., atitinkamai esant 550 mg/m? — 26 proc., 700 mg/m? — 48 proc. [2;26]. Lyginant su
kitomis Sirdies nepakankamumo priezastimis, su antraciklinais susijusios kardiomiopatijos prognozés
yra prastesnés, todél labai svarbi yra ankstyva diagnostika. Kitame tyrime 2006 metais Cardinale ir
bendraautoriai vidutiniskai 5,2 mety steb&jo 2625 antraciklinais gydytus pacientus. Surinkti duomenys
parodé¢, kad kardiotoksiSkumas sieké 9 proc. 98 proc. pacienty kardiotoksiSkumas pasireiské per
pirmuosius 12 ménesiy po gydymo. KardiotoksiSkumas Siame tyrime buvo apibréztas kaip KSIF
sumazéjimas >10 proc. nuo pradinio lygio ir maziau nei 50% bendrai [27;28]. I§ pradZiy buvo manoma,
kad chemopreparaty sukeltas kardiotoksiSkumas yra negriZztamas, taciau atlickama vis daugiau tyrimy
vertinant miokardo atsinaujinimg. Viename tyrime dalyvavo 201 pacientas, sergantis antracikliny
sukelta kardiomiopatija (KSIF <45 proc.), kurie 2 ménesius po chemoterapijos buvo gydyti enalapriliu
ir karvediloliu. Po gydymo jy i$stimimo frakcija (IF) normalizavosi (64 proc.) [29;30]. IF pageréjimas
nebuvo stebimas tiems pacientams, kurie pradé¢jo gydyma pragjus daugiau nei 6 ménesiams po
chemoterapijos [30].

Antracikliny salygotas kardiotoksiskumas gali biiti iminis, potimis ir vélyvasis [26]. Umus SN
pasireiskia <1 proc. pacienty per pirmg savait¢ po chemoterapijos. Jam budinga supraventrikuliné
tachikardija, praeinantis kairiojo skilvelio (KS) funkcijos sutrikimas, elektrokardiogramos (EKG)
poky¢iai. Sis pazeidimas daZniausiai praeinantis ir nepriklausomas nuo dozés. Poumis kardiotoksinis
antracikliny poveikis pasireidkia per pirmus metus po gydymo. Dazniausiai stebimi SN simptomai, KS
disfunkcija. Vélyva S$irdies pazaida nustatoma praéjus 1 metams po gydymo, ji yra priklausoma nuo
dozés ir sukelia dilatacing kardiomiopatijg (KMP). Yra pacienty, kurie nejaucia jokiy simptomy, taciau
jiems vis tiek islicka SN i§sivystymo rizika. Su kardiotoksiskumu susijusios 3irdies pazaidos simptomai
gali buti: dusulys, kriitinés skausmas, Sirdies plakimas, edemos kojose, galvos svaigimas.

Tikslus antracikliny sukelto kardiotoksiSkumo mechanizmas islieka neaiskus. Viena i§ pirmyjy
hipoteziy buvo, kad antraciklinai slopina redokso reakcijas ir yra pazeidziama DNR dél reaktyviyjy
deguonies rusiy gamybos, kuriy lygi taip pat gali padidinti laisva intraceliuliné gelezis [31].
Doksorubicino ir gelezies kompleksai sudaro toksinj radikala, todél sustipréja oksidacinio streso
poveikis ir i8sivysto mitochondrijy disfunkcija [32]. Dabar manoma, kad topoizomerazé II yra vienas i$

pagrindiniy mediatoriy kardiotoksiSkumui. Doksorubicinas slopina topoizomeraze Il alfg, sukeldamas
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cheminius ir oksidacinius DNR pazeidimus. Taip yra sutrikdoma tolimesné DNR ir RNR sintezé,
lastelése sukeliama apoptozé. Abiem antracikliny poveikio mechanizmais dél sukeliamo oksidacinio
streso endotelyje daugéja laisvyjy radikaly. Miokardas yra jautrus laisvyjy radikaly poveikiui dél mazo
antioksidaciniy fermenty kiekio Sirdyje. Veikiant reaktyvioms deguonies riiSims yra sukeliama
kardiomiocity membranos lipidy peroksidacija [33]. Yra atlikta tik keletas tyrimy dél galimo geny,
pavyzdziui, koduojanciy antracikliny transporterius ar metabolizuojancius fermentus, kitimo. Abu misy
pasirinkti PON1 genopolimorfizmai yra susije su SKL, o rs662 susijes ir su onkologinémis ligomis

(rs3735590 sgsaja su onkologinémis ligomis nebuvo tirta), todél jie buvo pasirinkti §iam tyrimui.

10.7 KardiotoksiSkumo diagnostika

Siekiant nustatyti su antraciklinais susijusig pazaida, Sirdies funkcija turéty bati jvertinta pries
ir po gydymo. Didelés SKL rizikos pacientams, kurie gydomi didelémis doksorubicino dozémis, Sirdies
funkcija turéty bati vertinama pasiekus 240 mg/m? sumine doze. Echokardiografija ir biologiniai
Zymenys yra greiti, saugus ir placiai naudojami diagnostiniai metodai siekiant jvertinti $irdies pazaida.
KardiotoksiSkumo nustatymo auksinis standartas yra KS funkcijos, tiirio ir masés matavimas Sirdies
magnetiniu rezonansu (MR). Sirdies MR leidZia geriau jvertinti KSIF, anks&iau pastebéti IF ir tiirio
pokyc¢ius lyginant su echokardiografija, taciau Sirdies MR naudojimas yra ribotas dél kainos ir
prieinamumo [34]. Pla¢iausiai naudojamas klinikingje praktikoje yra dvimatés (2D) echokardiografijos
tyrimas, kurio metu vertinamas KSIF pokytis [35]. Priimtiniausias KS disfunkcijos apibrézimas taikant
priesvézinj gydyma yra KSIF sumazéjimas >10 proc. nuo pradinés vertés arba <50 proc. [26]. KSIF gali
iSlikti normos ribose ir pasireik$ti subklinikiniu kardiotoksiSkumu [36].  Subklinikinis
kardiotoksiskumas — tai KSIF sumazéjimas >10 proc. arba <55 proc. lyginant su pradiniu, kai néra jokiy
klinikiniy Sirdies nepakankamumo simptomy. Placiausiai paplites ir dazniausiai naudojamas jvertinti
KSIF yra Simpsono metodas, ta¢iau pakartotinio tyrimo kintamumas gali siekti iki 10 proc., be to 2D
echokardiografijos tyrimo metu sunku nustatyti nedidelius KSIF pokyc¢ius [37;38]. Dél to naujuose
straipsniuose iskyla diskusinis klausimas, ar §is metodas yra tinkamas ankstyvai diagnostikai. Naudojant
transpulmonarinj kontrastg tikslumas gali biti padidintas lyginant su ank$¢iau minétu tyrimu, ypac
pacientams, kuriy akustinis langas yra prastas [39]. Neseniai atliktas tyrimas parodé, kad trimaté (3D)
echokardiografija be kontrasto parodé maziausig kintamumga lyginant su 2D metodais [38]. Taip pat 3D
turéjo maziausig kintamuma, susijusj su vertintojo igtidziais. Todél, jei imanoma, 3D echokardiografijos
tyrimas turéty biiti pirmo pasirinkimo tyrimas vertinat antracikliny sukeliama $irdies poveikj [40]. Sio
tyrimo trikumai, lyginant su Kkitais, yra didesnés iSlaidos, mazesnis prieinamumas, auksStesni

reikalavimai vaizdo kokybei ir vertintojo patirtis.
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Taip pat placiai tiriami Sirdies troponinai siekiant jvertinti kardiotoksiSkumg. Jie padeda
nustatyti miofibriliy ir kardiomiocity pazeidimus. 2000 m. Cardinale ir bendraautoriai tyrimo metu
vertino pacienty, kurie buvo gydomi didelémis chemoterapijos dozémis, troponing I (Tnl) [41]. IS 204
pacienty 65 buvo padidéjusios Tnl vertés. Autoriai jrodé, kad Tnl padidé€jimas prognozuoja biisima
KSIF pablogéjima, todél Tnl yra jautrus ankstyvo kardiotoksinio pazeidimo zymuo. Kitame tyrime,
kuriame dalyvavo 703 pacientai [42;43], Tnl vertés buvo vertinamos per 72 valandas po didelés
chemoterapijos dozés ir po ménesio. Nuolat padid¢jusios Tnl vertés parodé Zymiai didesne
kardiovaskuliniy ligy rizikg lyginant su pacientais, kuriy Tnl reik§més buvo padidéjusios tik 72 valandas
po chemoterapijos [43]. Taigi, pacientams, kuriy vertés yra padidéjusios, gali biiti rekomenduojamas
intensyvesnis steb&jimas, o idealus Tnl analizés laikas vis dar néra aiSkus. Keliuose tyrimuose teigiamo
prognostinio Zymens ribos apibréztos nevienodai, taip pat taikomi skirtingi gydymo rezimai, todél sunku
apsibrézti Tnl virSuting normos riba.

Kitas Sirdies pazaidos zZymuo B tipo natriuretinis peptidas (BNP) ir jo pirmtakas
aminoterminalinio pro-B tipo natriurezinis peptidas (NT-proBNP) issiskiria esant Sirdies tairio perkrovai.
Jie labai svarbis diagnozuojant SN [44]. BNP ir NT-proBNP taip pat buvo tiriami norint jvertinti
kardiotoksiSkumo prognosting reikSme pacientams, kuriems taikoma chemoterapija. Skovgaard ir
bendraautoriai iStyre, kad padidéjes BNP (>100 qg/ml) 333 antraciklinais gydytiems pacientams buvo
susijes su SN [45]. Kitame tyrime Romano ir kiti nustaté, kad ilgalaikis NT-proBNP padidéjimas buvo
susijes su KSIF sumazéjimu gydant antraciklinais [46]. PrieSingai, Dodos ir bendraautoriai istyré, kad
laikinas NT-proBNP padidéjimas nebuvo susijes su KS funkcijos poky¢iais [47]. Taigi, reikalingi
tolimesni tyrimai norint jvertinti natriuretiniy peptidy svarba, teisinga jy vartojima bei interpretavimag
(optimalus nustatymo laikas, ribos ir kt.).

Taip pat buvo tiriami Kiti biologiniai Zymenys norint jvertinti kardiotoksiskuma. Ky ir
bendraautoriai tyré 8 Zymenis pacientams, kurie buvo gydomi doksorubicinu ir transtuzumabu [48].
Buvo paimti didelio jautrumo S$irdies Tnl kardiomiocity pazeidimui vertinti, C reaktyvus baltymas
(CRB) uzdegimui, NT-proBNP neurohormoniniam aktyvumui, augimo/diferenciacijos faktorius-15
(GDF-15) uzdegimui ir oksidaciniam stresui, mieloperoksidazé (MPO) oksidaciniam stresui, placentos
augimo faktorius (PIGF) angiogenezei, tirpi FMS tipo tirozino kinazé 1 kraujagysliy persitvarkymui,
galektinas-3 fibrozei vertinti. I8 jy didelio jautrumo Tnl, MPO ir NT-proBNP poky¢iai buvo susij¢ su
antracikliny sukeltu kardiotoksiSkumu.

Pastaraisiais metais buvo analizuojamos mikro-RNR (mi-RNR). Tai mazos, nekoduojancios
RNR molekulés, kurios yra svarbios reguliuojant geny raiska. Pavyzdziui, miR-1 buvo reguliuojamas
kriities véziu sergantiems pacientams, gydomiems doksorubicinu. MiR-1 lygis buvo susijes su KSIF
poky¢iais, todél galima biity prognozuoti kardiotoksiSkumo pasireiskimg [49]. Be to, miR-1 prognostiné

vert¢ virSijo Tnl. Remiantis eksperimentiniais duomenimis, Sios mikroRNR gali biiti naudojamos
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ateityje kaip Zymenys: miR-200 Seima, mir-34 Seima, miR-29 Seima, miR-30 Seima, miR-21, miR-1,
miR-133, miR-208a/b, miR-499, miR- 221/222 ir miR-320a [50], tatiau tam reikalingi tolimesni

10.8 Genai susije su kardiotoksiniu poveikiu

Genetiniai veiksniai lemig individualy jautrumg antraciklino kardiotoksiSkumui. Retinoininés
rugsties gama receptoriai (RARG) rs2229774, SLC28A3 rs7853758 ir UGT1A6*4 rs17863783 yra vieni
i§ daugiausiai iStirty farmakogenominiy zymeny [51]. RARG dalyvauja $irdies remodeliacijos bei
antracikliny sukeltos Sirdies pazaidos procesuose [51]. 2015 metais atliktame viso genomo asociacijos
tyrime pastebétas nesinoniminis VNP (rs2229774, S427L), kuris susijes su vaiky, gydomy
antraciklinais, kardiotoksiniu poveikiu [52]. Tirpiy medziagy SLC neSikliai SLC28A3 (rs7853758,
rs885004) ir UDP-gliukuroniltransferazé, 1A Seima, 6 izoforma UGT1A6 (rs17863783, V209V) yra
susije su doksorubicino ir daunorubucino kardiotoksiniu poveikiu vaikams [52]. Taip pat veiksniali, kurie
didina gelezies koncentracija audiniuose, padidins kardiotoksiska chemoterapijos poveiki, dél
susidaranciy antraciklino ir gelezies kompleksy. Paveldima hemochromatoze yra genetiskai paveldima
buklé, susijusi su padidéjusiu gelezies kiekiu audiniuose. HFE variantai rs1799945 (H63D) ir rs1800562
(C282Y) yra susije su kardiotoksiniu chemoterapijos poveikiu [53]. Genetiniai antracikliny
metabolizmo poky¢iai bei antriniy metabolity susidarymas yra susije su Sirdies pazaida. Pavyzdziui, 1
tipo karbonilreduktazés (CBR1) delecija sumazina alkoholio metabolity gamybg bei jautrumag
chemoterapijos kardiotoksiniam poveikiui [54]. Padidéjusi CBR1 ekspresija gali biti susijusi su
didesniu SN dazniu Dauno sindromu sergantiems pacientams, kurie gydomi antraciklinais [55]. Siame
tyrime mes pasirinkome analizuoti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmus, §io pasirinkimo

priezastys pateikiamos tolimesniuose skyriuose.
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11. TYRIMO METODIKA

11.1 Tyrimo planavimas, objektas, tiriamyjy atranka

Pries pradedant tyrimg buvo atlikta literatiiros apzvalga ir moksliniy tyrimy bei straipsniy
analizé, siekiant iSsiaiSkinti KV epidemiologinius ypatumus, su KV siejamus genus bei jy
polimorfizmus, PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy reikSme klinikiniams veiksniams bei
Sirdies pazaidai. Nagrinéjant literatirg buvo pastebéta, kad tyrimy, nagrinéjan¢iy PON1 rs662 ir
rs3735590 polimorfizmy rysj su kardiotoksiniu doksorubicino poveikiu, nebuvo atlikta, todél nuomonés,
kaip §ie polimorfizmai yra susije su $irdies pazaida, néra. Taéiau abu polimorfizmai buvo susije su SKL,
todél tyrimo metu nuspresta nagrinéti rs662 ir rs3735590 bei jy sasaja su KV klinikinémis ir
morfologinémis savybémis, Sirdies pazaidos rizikos veiksniais ir jos iSsivystymu. Tyrimas vyko
Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligonin¢je Kauno klinikose (LSMUL KK) Onkologijos ir
hematologijos klinikoje, o tiksliniai tyrimai Siam darbui buvo atlieckami Lietuvos sveikatos moksly
universiteto Medicinos akademijos Medicinos fakulteto Onkologijos instituto (LSMU MA MF Ol)
Onkologijos mokslo laboratorijoje.

Tyrimo objektas - kriities véziu sergancios pacientés, kurios buvo gydomos doksorubicinu, ir
ju PON1 rs662 ir rs3735590 geno polimorfizmai.

I retrospektyvinj tyrimg buvo jtraukta 81 pacienté, serganti I-111 stadijos KV, prie§ gydyma
neturéjusi zenklios kardiovaskulinés patologijos bei gydyta LSMUL KK Onkologijos ir hematologijos
Klinikoje doksorubicinu, o jy periferinio kraujo méginiai saugomi LSMU MA MF Ol laboratorijoje.
Klinikiniai duomenys buvo surinkti i§ medicininés dokumentacijos, kuri saugoma archyve. Tyrimui

atlikti buvo gautas bioetikos leidimas Nr. BEC-MF-279.

11.2 Tyrimo metodika

11.2.1 Klinikiniai ir patomorfologiniai naviko duomenys

I tyrimg jtrauktos pacientés, kuriy periferinio kraujo meéginiai buvo saugomi LSMU MA MF
Ol Onkologijos mokslo laboratorijoje. Kita tyrimui reikalinga informacija (demografiniai rodikliai,
diagnozé, patomorfologiniai duomenis, Sirdies echoskopijos rezultatai bei rizikos veiksniai) surinkta i§

medicininés dokumentacijos, kuri saugoma archyve.
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11.2.2 DNR iSskyrimas i$ kraujo

Tiriamajai DNR 1§ periferinio kraujo leukocity iSskirti buvo taikomas silikagelio kolonéliy
metodas. Tyrimy metu buvo naudojamas ,,GeneJET Genomic DNA Purification Kit [ThermoFisher]*
DNR isskyrimo rinkinys. DNR iSskyrimas vyko dviem etapais: buvo atliktas lasteliy lizavimas ir DNR
iSvalymas bei eliucija.

Pirmiausia j 200 pl kraujo mégintuvélj buvo pridéta 400 pl lizés tirpalo ir 20 pl proteinazés K.
Viskas i$maiSoma stikuriuojant, kol gaunamas vienalytis tirpalas. Tada méginiai buvo inkubuojami 56 °
C temperatiiroje 10 minuciy stikuriuojant. Po to j esamg mi$inj buvo jpilta 200 pl 96-100 proc. etanolio
ir dar kartg iSmaiSoma stikuriuojant ar pipete. Paruostas lizuotas miSinys buvo perkeliamas ant GeneJET
DNA i8gryninimo kolone¢liy, Sios buvo jstatomos j skys¢iy surinkimo meégintuvélj. Centrifuguojama
6000 x g 1 minute. Procediirai pasibaigus, skys¢iy surinkimo meégintuvélis pakeistas tus¢iu. Tuomet ant
DNR isvalymo kolonélés buvo pilama 500 ul DNR plovimo buferio 1 (DNA Wash Buffer 1) bei
kartojamas centrifugavimas 8000 x g 1 minute. Skystis iSpilamas i§ surinkimo mégintuvélio ir vél
jstatoma DNR i§valymo kolonélé, ant kurios pilama 500 ul DNR plovimo buferio 2 (DNA Wash Buffer
2). Tuomet dar kartg kartojamas centrifugavimas 3 minutes 12 000 x g grei¢iu. DNR i$valymo ir eliucijos
proceso metu iSskirta DNR perkeliama j naujg 1,5 ml mégintuvélj ir pridedamas 200 pl eliucijos buferis.
Po 2 minuéiy inkubavimo kambario temperatiiroje méginiai centrifuguojami paskutinj kartg 1 min. 8000

x g. Gryninimo kolonélés iS$metamos. I$gryninta DNR toliau laikoma — 20° C temperatiiroje.

11.2.3 PON1 rs662 ir rs373 geno polimorfizmy nustatymas

PGR buvo naudojama amplifikuoti geno PON1 rs662 ir rs3735590 polimorfizmus. DNR
isskyrimas atliktas naudojant ,,GeneJET Genomic DNA Purification Kit” (ThermoFisher) rinkinj. Siam
procesui buvo naudojamas vienodas miSinys abiems polimorfizmams (1 lentelé). I kiekvieng PGR
meégintuvel; pilta 23 pl PGR miSinio ir 2 pl DNR. Pradmeny sekos parinktos pagal

Primer3web programa (2 ir 3 lentelés). PGR reakcijy programa ir eiga pateikiama 4 ir 5 lentelése.
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1 lentelé. PGR miSinys

Reagentas Kiekis,
(1 méginiui)

H.O 15,36

10x Taq buferis 2,5

MgCl; 2,5

DMSO 1,25

dNTP (10 mM) 0,5

Pradmuo F (20 pmol/pul) 0,38

Pradmuo R (20 pmol/pul) 0,38

Taq polimerazé (5 U/ul) 0,13

2 lentelé. PONI geno rs662 polimorfizmui nustatyti naudotos pradmeny sekos

Pradmuo Pradmensseka
Tiesioginis (F) 5'- ATTGTTGCTGTGGGACCTGA -3’
Atvirkstinis (R) 5'- TCAAATCCTTCTGCCACCAC -3’

3 lentelé. PONI geno rs3735590 polimorfizmui nustatyti naudotos pradmeny sekos

Pradmuo Pradmensseka
Tiesioginis (F) 5'-TCTCCTGTTGCAATGACACA -3’
Atvirkstinis (R) 5'- CCACCACCTCAACAACAGTG -3’

4 lentelé. PON1 geno rs662 polimorfizmui nustatyti naudota PGR programa

Temperatiira Laikas Cikly skaicius
94°C 5 min -

94 °C 30s

59°C 30s 35

72°C 30s

72°C 7 min -

4°C 0 -




5 lentelé. PONI geno rs3735590 polimorfizmui nustatyti naudota PGR programa

Temperatira Laikas Cikly skaicius
94°C 5 min -

94 °C 30s

58 °C 30s 35

72°C 30s

72°C 7 min -

4°C 00 -

PONL1 geno rs662 polimorfizmui nustatyti buvo naudojamas RFIP metodas. Tyrimo metu
naudota restrikcijos endonukleazé¢ BspPl. PGR metu buvo pagausintas 155 bp dydzio fragmentas.
Tyrimo metu karpymui PGR-RFIP metodu j kiekvieng mégintuvélj buvo pilta 5 pl RFLP misinio ir 10
ul PGR produkto (sudétis pateikiama 7 lentel¢je). Restrikcija vyko 1-16 val. 55°C temperatiiroje. G

alelis reakcijos metu buvo kerpamas j du fragmentus: 93 bp ir 62 bp, o A alelis nekirptas.

7 lentelé. RFLP misinys

Kiekis, ul
Reagentas

(1 méginiui)
H-O 3,5
10x Tango Buffer 1
RestrikcijosendonukleazéBspPl  (Alwl) (2 1
U/uL)

PONL1 geno rs3735590 polimorfizmui nustatyti buvo naudojamas restrikcijos fragmenty ilgio
polimorfizmo metodas. Tyrimo metu naudota restrikcijos endonukleaz¢ BseNI. PGR metu buvo
pagausintas 227 bp dydzio fragmentas. Tyrimo metu karpymui PGR-RFIP metodu j kiekviena
mégintuvelj buvo pilta 5 ul RFLP miSinio ir 10 ul PGR produkto (sudétis pateikiama 8 lenteléje).
Restrikcija vyko 1-16 val. 65°C temperattroje. C alelis reakcijos metu buvo kerpamas j du fragmentus:
151 bp ir 76 bp, o T alelis nekirptas.
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8 lentelé. RFLP misinys

Kiekis, pl
Reagentas

(1 méginiui)
H20 3,5
10x buferis B 1
Restrikcijos endonukleazé BseNI (Bsrl) (10 U/uL) | 1

Elektroforezé buvo naudojama frakcionuojant PGR — RFIP metodu gautus produktus.
Elektroforezé buvo atlieckama horizontalioje voneléje, naudojant 3 proc. agarozés gelj. Buvo paruostas
IXTBE buferis (50 ml 1XTBE buferio atskiesta su 450 ml distiliuoto vandens). Tuomet buvo pagamintas
gelis 1§ 1 g agarozés ir 50 ml 1xTBE buferio. Kaitinant gautg misinj, buvo laukta, kol iStirps agaroze ir
miSinys taps skaidrus. | ji buvo jlasinta 5 pl etidzio bromido ir viskas iSmaiSyta iki tolygaus
pasiskirstymo. MiSinys buvo supilamas j rémelj ir palickamas stingti. MiSiniui atvésus ir sustingus,
rémelis buvo jdétas  elektroforezés vonele, kurioje uzpiltas 1xTBE buferiu.

I pirmajj Sulinélj buvo leidziama 3,5 pl molekulinés masés zymens. Tiriant PON1 geno rs662ir
RS3735590 polimorfizmUS, buvo naudojamas GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Lietuva) molekulinés masés zymuo. | likusius Sulinélius buvo leidziama 15 pul PGR
misinio ir 3 pl LoadingDye (6x) uzneSimo daZo.

Elektroforezeé vykdyta esant 90 V jtampai. Tiriant abu polimorfizmus elektroforez¢ truko 45
min.

Panaudojant geliy dokumentavimo sistemg (,,ClearView UV transiluminator®, Cleaver
Scientific Ltd., Didzioji Britanija), elektroforezés rezultatai buvo vizualizuojami transiliuminatoriuje

UV Sviesoje:

e 1 paveikslélyje — PONL1 rs662 aleliy elektroforegrama. M takelyje — molekulinés masés zymuo
GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva). 1-4, 6-8, 10 ir
11 takeliuose — méginiai, kuriuose nustatytas genotipas AA (155 bp fragmentas), 9, 12-13
takeliuose — AG genotipas (155, 93 ir 62 bp fragmentai), 5 takelyje — GG genotipas (93 ir 62 bp
fragmentai). Kairéje pus¢je nurodyti molekulinés masés Zymens DNR fragmenty dydziai.

e 2 paveikslélyje — PON1 rs3735590 aleliy elektroforegrama. M takelyje — molekulinés masés
zymuo GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva). 1-4, 6-
8, 10 ir 11 takeliuose — méginiai, kuriuose nustatytas genotipas CC (151 ir 76 bp fragmentai), 5
ir 9 takeliuose — CT genotipas (227, 151 ir 76 bp fragmentai). Kairéje puséje nurodyti

molekulinés masés Zzymens DNR fragmenty dydziai.
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700 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp
150 bp
100 bp
75 bp
50 bp

1 pav. PONI geno rs662 aleliy elektroforegrama

2 pav. PONI geno rs3735590 aleliy elektroforegrama

11.3 Sirdies paZaidos nustatymo metodai ir kriterijai

LSMUL KK Kardiologijos klinikoje kardiotoksiSkumas buvo nustatomas IF pokyciais 2D
echokardiografijos metodu. IF buvo numatyta jvertinti prie§ gydyma, pries 4-t3 gydymo kursa, gydymo
pabaigoje ir praéjus 6 ménesiams po gydymo. Ramybés echokardiografijos tyrimas buvo atliktas
naudojantis Philips Epiq 7G echoskopa. IF pokytis nuo pradinio >10 proc.iki <55 proc. ir daugiau buvo

vertinamas kaip kardiotoksiSkumo pasireiskimas.
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11.4 Duomeny analizés metodai

Tyrimo metu buvo nustatyti PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy aleliy bei genotipy
dazniai procentais. Buvo vertintas genotipy ir aleliy pasiskirstymo atitikimas Hardzio — Veinbergo
duomenimis nustatyti buvo naudojamas Pirsono Chi — kvadrato testas bei Fiserio tikslusis kriterijus, o
rezultatai iSreiSkiami dazniu bei procentais. StatistiSkai reikSmingais buvo laikomi tie rezultatai, kuriy p
reikSmé mazesné nei 0,05. Duomenys buvo analizuojami SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences; IBM Corp., Armonk, Niujorkas, JAV) 26 versija.
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12, TYRIMO REZULTATAI

12.1 PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy aleliy ir genotipu pasiskirstymas tarp
krities véZziy serganciy pacienciy
Tiriamyjy PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy genotipy ir aleliy pasiskirstymas

pateiktas 9 lenteléje. Abiejy polimorfizmy genotipy daznis tirtoje populiacijoje atitiko Hardzio-

Veinbergo désni.

9 lentelé. PON1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmy aleliy ir genotipy pasiskirstymas

tiriamojoje grupéje

PON1 N Genotipas Alelis
51 AA-0,63
A-0,79
rs662 26 AG-0,321 G-0.21
24 GG-0,049
75 CC-0,926
C-0,962
rs3735590 6 CT-0,074 T.0,038
0 TT-0

12.2 Klinikiniy ir morfologiniy kriities naviko savybiy, PON1 rs662 ir rs3739950 geno
polimorfizmuy, kardiotoksinio doksorubicino poveikio bei rizikos veiksniy pasireiSkimas
tiriamyju grupéje

Tyrime dalyvavo 81 kriities véziu sirgusi pacienté. 65,4 proc. pacien¢iy amzius buvo <50 mety,
34,6 proc. — >50 mety. 79 proc. tiriamyjy navikai buvo vidutiniS8kai diferencijuoti (naviko
diferenciacijos laipsnis atitinakami G2), blogai diferencijuoti (G3) — 19,8 proc. ir 1.2 proc. turéjo gerai
diferencijuota navika (G1). ER ekspresija buvo nustatyta 67,9 proc. tirty naviky, PR — 59,3 proc., HER2
- 21 proc. Luminalinis A subtipas buvo nustatytas 35,8 proc., luminalinis B subtipas 34,6 proc. tirty
pacienciy, HER2 subtipg tur¢jo 9,8 proc. tiriamyjy bei 16 proc. pacienciy buvo nustatytas trigubai
neigiamas subtipas. Pacienciy pasiskirstymas pagal stadija (pTNM) pateiktas 10 lenteléje.
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10 lentelé. Pacienciy pasiskirstymas tiriamyjy grupéje pagal stadijqg.

Ligos stadija

(33,3%)
30 27
25 (25,9%)
21

20 (17,3%)
" 14

(9.9%) (8 6%
10 8 ( 0 0)

(3,7%)
1

O -

N (%)
IA “IB =lIA mlIB m|lIA mllIB mllIC

IS anamnezés zinoma, kad arterine hipertenzija sirgo 39,5 proc. pacienciy, dislipidemija — 23,4
proc., SKL $eimoje — 24,6 proc., CD — 16 proc., CD $eimoje — 30,9 proc.. I§ visy tiriamyjy 19,8 proc.
buvo riikan¢ios arba metusios riikyti. Sirdies pazaida buvo nustatyta 37 proc. pacienéiy.

Taip pat buvo ieSkoma rySio tarp PON1 rs662 ir rs3735590 polimorfizmy ir galimai
kardiotoksiskuma rodanciy simptomy (naujai atsiradusi AH arba buvusi AH, ta¢iau sunkiai koreguojama
po gydymo chemoterapija, pacienc¢iy jvardijami Sirdies ritmo sutrikimai, kritinés skausmas). Ritmo
sutrikimais skundési 16 proc. tiriamyjy, skausmu $irdies plote — 2,5 proc., naujai atsiradusia arba sunkiau

koreguojama AH — 17,3 proc.

12.3 PON1 geno rs662 ir rs3739950 polimorfizmuy sasajos su klinikinémis ir
morfologinémis naviko savybémis bei naviko receptoriy raiska

Tiriant rs662 polimorfizmo AA, AG ir GG genotipy jtaka naviko morfologinéms ir klinikinéms
savybéms, nebuvo rasta statistiSkai reikSmingy sgsajy tarp Siy geny ir amziaus, ligos stadijos,
diferenciacijos laipsnio, receptoriy (ER, PR, HER2) ekspresijos bei kriities vézio subtipy (12 lentele).
PON1 geno rs662 polimorfizmo genotipy rysio su ligos stadija nebuvo nustatyta (13 lentele).

ReikSmingy sgsajy su amziumi taip pat nebuvo nustatyta (14 ir 15 lentelés).
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12 lentelé. PONI geno rs662 polimorfizmo genotipy rySio su kritties véZio klinikinémis ir
morfologinémis savybémis statistiné analizé

rs662
Klinikinés ir morfologinés

naviko savybés P
AAnNn(%) AGnN(%) GG n(%)

Naviko diferenciacijos
laipsnis
G1+G2 40(784) 22(846) 3(15) 073
G3 11 (21,6) 5(19,2) 1(25)
Estrogeny receptoriai
Teigiami 32(62,7) 21(80,8) 2 (50) 0,203
Neigiami 19 (37,3) 5(19,2) 2 (20)
Progesterono receptoriai
Teigiami 29 (56,9) 17 (65,4) 2 (50) 0,716
Neigiami 22 (43,1) 9 (34,6) 2 (50)
HER2
Teigiami 20(39,2) 11(42,3) 2 (50) 0,768
Neigiami 31(60,8) 15(57,5) 2 (50)
Molekulinis subtipas
Luminalinis A 17 (33,3) 11 (42,3) 1(25) 0,665
Luminalinis B 17 (33,3) 10(38,5) 1(25) 0,831
HER2 6 (11,8) 1(3,8) 1(25) 0,318
Trigubai neigiamas 10 (19,6) 2(7,7) 1(25) 0,356

13 lentelé. PON1 geno rs662 polimorfizmo genotipy rySio su 11gos stadija statistiné analizé

rs662
Ligos stadija p
AAN(%) AGN(%) GG Nn(%)

1A 13 (25,5) 7 (26,9) 1(25)

IB 7(13,7) 7 (26,9) 0

A 17 (33,3) 8 (30,8) 2 (50)

1B 6 (11,8) 2(7,7 0 0,625
A 6 (11,8) 0 1 (25)

"B 1(2) 2(7,7) 0

1o 1(2) 0 0




14 lentelé. PONI geno rs662 polimorfizmo genotipy rySio su amZiumi statistiné analizé

rs662
AmZius AA AG GG p
n(%o) n(%o) n(%o)
32 18
<50 3(75
e @2 7
19 ’
>50 (37.3) 8(30,8) 1(25)

15 lentelé. PON1 geno rs3735590 polimorfizmo genotipy rySio su amZiumi statistiné analizé

rs3735590

AmZius p
CC n(%) CT n(%)

<50 49 (65,3) 4 (66,7)
>50 26 (34,7) 2 (33,3)

0,999

Tiriant PON1 rs3735590 genotipy CC ir CT jtaka naviko morfologinéms ir klinikinéms
savybéms nebuvo rasta statistiskai reik§Smingy skirtumy tarp Siy geny ir ligos stadijos, diferenciacijos
laipsnio, receptoriy (ER, PR, HER2) ekspresijos, kriities vézio subtipy (16 lentel¢). PON1 geno
1rs3735590 polimorfizmo genotipy rysio su ligos stadija nebuvo nustatyta (17 lentelé).
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16 lentelé. PONI geno rs3735590 polimorfizmo genotipy rySio su kriities véZio klinikinémis ir
morfologinémis savybémis statistiné analizé

rs3735590

Klinikinés ir morfologinés

naviko savybés CC n(%) CT n(%)
Naviko diferenciacijos
laipsnis
G1+G2 62 (82.7) 3 (50) 0,088
G3 13 (17,3) 3 (50)
Estrogeny receptoriai
Teigiami 50 (66,7) 5(83,3) 0,658
Neigiami 25 (33,3) 1(16,7)
Progesterono receptoriai
Teigiami 44 (58,7) 4 (66,7) 0,999
Neigiami 31 (41,3) 2 (33,3)
HER2
Teigiami 31 (41,3) 2(33,4) 0,928
Neigiami 44 (58,7) 4 (66,7)
Molekulinis subtipas
Luminalinis A 26 (37,4) 3 (50) 0,661
Luminalinis B 26 (34,7) 2 (33,3) 0,999
HER2 8 (10,7) 0 0,999
Trigubai neigiamas 13 (17,3) 0 0,582

17 lentelé. PONI geno rs3735590 polimorfizmo genotipy rysSio su ligos stadija statistiné analizé

rs3735590
Ligos stadija p
CC n(%) CT n(%)
1A 20 (26,7) 1(16,7)
IB 12 (16) 2 (33,3)
A 24 (32) 3 (50)
1B 8 (10,7) 0 0,778
A 7(9,3)

1B 3(4)
1nic 1(1,3)

o |Oo|Oo




12.4 PON1 geno rs662 ir rs3739950 polimorfizmy sasajos susirdies pazaidos iSsivystymu
po taikyto chemoterapinio gydymo bei jos rizikos veiksniais.

StatistiSkai reikSmingo rySio nebuvo nustatyta tarp rs662 genotipy ir Sirdies pazaidos rizikos

veiksniy ir jos i$sivystymo po taikyto chemoterapinio gydymo (18 lentelé), taciau buvo nustatytas rySys

tarp rs662 polimorfizmo, GG genotipo ir galimai kardiotoksiskuma rodan¢io simptomo — skausmo

Sirdies plote (p=0,01). Nors ir gautas statistiSkai patikimas rezultatas, ta¢iau dél mazo tiriamyjy skaiciaus

negalima daryti iSvados. Taciau reikéty j tai atkreipti démesj vykdant didesnés apimties mokslinius

tyrimus.

18 lentelé. PONI geno rs662 polimorfizmo genotipy rysio su Sirdies paZaida ir rizikos veiksniais

. rs662
Sirdies pazaida ir rizikos
veiksniai P
AAnNn(%) AGn(%) GG n(%)

Kardiotoksinio poveikio
pasireiSkimas (KSIF ~ 55 395y g (346 1(25) 0812
sumazéjimas nuo pradinio
>10% iki <55%)
AH 20 (39,2) 11 (42,3) 1(25) 0,803
Dislipidemija 14 (27,5) 5(19,2) 0 0,380
SKL $eimoje 17 (33,3) 3(11,5) 0 0,056
CD 8 (15,7) 5(19,2) 0 0,617
CD Seimoje 15(29,4)  10(38,5) 0 0,281
Ritkymas 11 (21,6) 5(19,2) 0 0,578
Ritmo sutrikimai 8 (15,7) 4 (15,4) 1 (25) 0,882
Skausmas Sirdies plote 1(2) 0 1(25) 0,01
Naujai atsiradusi AH arba 9 (17,6) 5 (19.2) 0 0,635

sunkiau kontroliuojama

Statistiskai reik§mingo rySio tarp rs3735590 genotipy ir Sirdies pazaidos rizikos veiksniy bei

jos i8sivystymo po taikyto chemoterapinio gydymo nustatyta nebuvo (19 lentelé).
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19 lentelé. PON1 geno rs3735590 polimorfizmo genotipy rySio su Sirdies paZaida ir rizikos

veiksniais
5 rs3735590
Sirdies pazaida ir rizikos
veiksniai P
CC n(%) CT n(%)
Kardiotoksinio poveikio
pasirciSkimas (KSIF 30 (40) 0 0,08
sumaz¢jimas nuo pradinio
>10% iki <55%)
AH 31 (41,3) 1(16,7) 0,395
Dislipidemija 18 (24) 1(16,7) 0,999
SKL eimoje 19 (25,3) 1(16,7) 0,999
CD 13 (17,3) 0 0,582
CD Seimoje 25 (33,3) 0 0,170
Riukymas 15 (20,0) 1(16,7) 0,999
Ritmo sutrikimai 11 (14,7) 2 (33,3) 0,245
Skausmas Sirdies plote 2(2,7) 0 0,999
Naujai atsiradusi AH arba 13 (17.3) 1(16,7) 0,999

sunkiau kontroliuojama
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13. REZULTATU APTARIMAS

13.1 PONL1 geno rs662 ir rs3735590 polimorfizmuy aleliy ir genotipy pasiskirstymas

Kalbant apie PON1 rs662 polimorfizma, tyrime gautas genotipy daznis buvo artimas Europos
populiacijai. Remiantis HapMap-CEU projektu europie¢iy populiacijoje genotipy dazniai: AA 43,4
proc., AG 46,9 proc., GG 9,7 proc. Atitinkamai miisy tyrime AA genotipas stebétas 32,1 proc., AG 32,1
proc., GG 4,9 proc. Europieciy populiacijoje aleliy dazniai HapMap-CEU: A 67 proc., G 33 proc.,0
misy tyrime - A alelis 79 proc., G alelis 21 proc. Panastis rezultatai buvo stebimi kituose projektuose
tiriant europie€iy ir europidy populiacija: AFD-EUR-PANEL projekte A —82 proc., G — 18 proc.; AoD-
Caucasian — A alelis 80 proc., G - 19 proc.

Siame tyrime gautas PON1 geno rs3735590 genotipy ir aleliy daznis buvo artimas Europos
populiacijai. Remiantis HapMap-CEU projektu europie¢iy populiacijoje genotipy dazniai: CC 87,61
proc., CT 12,39 proc., TT 0 proc., aleliy dazniai: C 93,81 proc., T 6,19 proc., miisy tyrime atitinkamai -
CC 92,6 proc., CT 7,4 proc., TT 0 proc., C alelis stebimas 96,2 proc., T alelis - 3, proc.. Didesnis T alelio

.....

tyrinéjome) atitinkamai 6,19 proc.

13.2 Polimorfizmy rs662 ir rs3735590 sasajos su klinikinémis ir morfologinémis naviko
savybémis bei naviko receptoriy raiska

Kalbant apie PON1 gena, yra zinoma, kad oksidacinis stresas, pasireiSkiantis laisvyjy
superoksidy radikaly agregacija, membranos lipidy oksidacija ir DNR pazaidomis, yra susij¢s su vézio
patogeneze [14;15], o PON1 yra atsakinga uz jvairiy toksiny ir kancerogeny eliminacijg [3]. Dél to yra
manoma, kad PON1 polimorfizmai, kurie paveikia $io geno funkcija, gali dalyvauti lasteliy dauginimosi
ir piktybinés transformacijos procese, pakenkti DNR bei kitoms biologinéms molekuléms, o tai gali
salygoti naviky atsiradimg [11]. Literatiroje skelbiama vis daugiau publikacijy, iSkelianéiy prielaida,
jog rs662 polimorfizmas gene gali koreliuoti su jvairiy lokalizacijy vézio iSeitimis, ta¢iau jrodymy, kurie
pagristy rs662 kaip biologinj KV zymenj, atspindintj prognozg ir kliniking reikSme, Siuo metu truksta.
Paroksinazés 1 detoksikuojanti funkcija skatina mokslininkus tirti §j geng bei jo polimorfizmus. PON1
prisijungia prie DTL ir padeda detoksikuoti fosforo junginius, tokius kaip paraoksonas. 2019 metais
atliktoje metaanalizéje, remiantis 43 tyrimais, buvo nustatyta, kad A alelio neSiotojams rizika susirgti
KV yra mazesné lyginant su G, taip pat buvo nustatyta sumazéjusi rizika kaukazieciy populiacijoje,
kurioje A alelio daznis yra 13 procenty didesnis nei europieciy [11]. 2010 metais atliktame Hussein ir
bendraautoriy tyrime buvo ieSkoma rysio tarp rs662 polimorfizmy ir pirminio naviko dydzio, metastaziy

limfmazgiuose, stadijos bei histologinio tipo. Taciau sgsajy nebuvo nustatyta. Tame paciame tyrime
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buvo ieSkoma rySio su tais paciais parametrais bei rs854560 polimorfizmu. Nustatyta, kad A alelio
nesiotojai (AT ir AA genotipai) buvo susij¢ padidéjusia KV rizika (p<0,001) bei su metastazémis
limfmazgiuose (p=0,02). Sio tyrimo imtis 100 egiptiediy paciendiy [56].

2017 metais Wu ir kiti tyré 365 KV sergancias azijietes pacientes ir jy rs854560 ir rs662
polimorfizmus. Buvo ieSkoma sasajy su KV rizika bei prognostiniais ir predikciniais veiksniais:
amziumi, menopauze, i$plitimu j limfmazgius, stadija, pirmos eilés giminaiciu, sergan¢iu KV, néstumu,
tabako ir alkoholio vartojimu, ER ir PR hormony receptoriy raiska. Polimorfizmo rs854560 A alelio
nesiotojoms buvo stebimas iSplitimas j limfmazgius (p<0,001). Taip pat A alelis buvo susij¢s su
iSplitimu abejose grupése: premenopauzinéje ir pomenopauzinéje. leskant rySio su prognostiniais bei
predikciniais veiksniais ir rs662 statistiskai reikSmingy rezultaty rasta nebuvo [57]. Nors kitame tyrime
Antognelli ir bendraautoriai nustaté, kad rs662 G alelis yra susijes su sumaz¢jusia KV rizika
pomenopauzinéje grupéje Italijos europidy populiacijoje. Tame paciame tyrime rs854560 A alelis buvo
susijes su padidéjusia KV rizika [58]. Daugelyje tyrimy yra stebimi skirtingi rezultatai dél etniniy
populiacijoje, taciau tiriant kinietes moteris statistiSkai reikSmingy rezultaty gauta nebuvo. Siekiant gauti
tikslius rezultatus apie tiriamus polimorfizmus, reikalingi tyrimai skirtingose etninése grupése.

Taip pat pirma karta buvo iStirtas rs373590 polimorfizmo rySys su klinikinémis,
morfologinémis KV savybémis bei rizikos veiksniais. Tiriant CC ir CT genotipus nebuvo rasta
statistiSkai reikSmingy rezultaty. Tokius rezultatus galéjo lemti tai, kad anksCiau aptartuose tyrimuose
su 1s3735590 polimorfizmu tiriamyjy imtys buvo zZymiai didesnés - nuo 250 iki 2000 pacienty. Be to,
visi 5 ankstesni tyrimai buvo atlikti vertinant Azijos Saliy gyventojus, kuriy T alelio daZnis svyruoja

nuo 10,4 proc. ir 16,2 proc., o europieciy populiacijoje (kurig mes tyrinéjome) atitinkamai 6,19 proc.

13.3 PONL1 geno varianty sasajos su Sirdies pazaidos iSsivystymu po taikyto
chemoterapinio gydymo bei rizikos veiksniais.

Kalbant apie PON1 gena ir jo rysj su SKL, veikiant antraciklinams yra sukeliamas oksidacinis
stresas endotelyje ir daugéja laisvyjy radikaly. Zinoma, kad miokardas yra jautrus laisvyjy radikaly
poveikiui dél mazo antioksidaciniy fermenty kiekio Sirdyje. Veikiant reaktyvioms deguonies rii§ims yra
sukeliama kardiomiocity membranos lipidy peroksidacija [14]. Tyrimo metu nustatéme sasajas tarp
PONL1 rs662 GG genotipo ir skausmo $irdies plote (p=0,01). Nors gautas statistiSkai patikimas
rezultatas, taciau dél mazo tiriamyjy skaiciaus negalima daryti iSvados. Vis d¢lto reikéty j tai atkreipti
démesj vykdant didesnés apimties mokslinius tyrimus. Literatiiroje yra keli tyrimai, jrodantys G alelio

ry$j su Sirdies pazaida. 1997 metais Odawara ir bendraautoriai nustaté, kad G alelio neSiotojai japonai,
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sergantys 2 tipo CD, turi didesne rizika susirgti koronarine Sirdies liga lyginant su A alelio turétojais
[59]. Taip pat i$ literatiiros zinome, kad CD yra vienas i$ rizikos veiksniy, kuris gali sustiprinti
antracikliny kardiotoksinj poveikj. CD siejamas su padidéjusiu oksidaciniu stresu ir zala dél MTL
glikozilinimo. Kitame tyrime 2013 metais Hassan ir bendraautoriai nustaté, kad GG genotipas Saudo
Arabijoje, susijes su vainikiniy arterijy liga, yra nepriklausomas nuo nustatyty rizikos veiksniy:
amziaus, lyties, rikymo, nutukimo ir diabeto [60]. I 2013 metais atliktg Liu ir bendraautoriy metaanalizg
buvo jtraukti 28 tyrimai. Nustatyta, kad G alelis susij¢s su padidéjusia iSeminio insulto rizika bendroje
populiacijoje [61].

2014 metais Geng istyré, kad rs662 gali biiti naudojamas kaip prognozinis veiksnys sergantiems
metastatiniu skrandZio véZiu pacientams, kurie buvo gydyti su epirubicinu, oksaliplatina ir 5-fluouracilo
kombinacija. Gautuose rezultatuose PON1 geno rs662 polimorfizmo AA ir AG genotipai buvo
reik§mingai susij¢ su prastu bendru i§gyvenamumu [62].

Kalbant apie rs3735590 polimorfizma, yra atlikti 5 tyrimai, 4 i$ jy T alelis buvo siejamas su
apsauginiu poveikiu nuo aterosklerozés [20], CT ir TT genotipai susij¢ su mazesne rizika aortos voztuvo
kalcinozei bei ilgesniu i§gyvenamumu [23;24]. Paroksinazés 1 disbalansas yra svarbus dislipidemijos
patogenezeje. Dislipidemija yra aortos voztuvo kalcinozés bei kardiotoksiSkumo rizikos veiksnys.
Paroksinazés 1 aktyvumo sumazéjimas taip pat stebimas CD, MI serganciyjy grupése. Zhang ir
bendraautoriy tyrime buvo nustatyta, kad C alelis yra nepriklausomas koronarinés ligos rizikos veiksnys
[22]. 2018 metais Lv ir kiti iStyré, kad PON1 geno rs3735590 polimorfizmas galéty biiti naudojamas
LOPL sergantiems pacientams, kuriems planuojamas vainikiniy arterijy Suntavimas, kaip prognostinis
1Sgyvenamumo Zymuo. Tiriamieji, turintys CC genotipa buvo siejami su trumpesniu i§gyvenamumu
[24]. Miisy atliktame tyrime pirmg kartg buvo analizuojamas kriities véziu serganc¢iy pacienciy, gydomy
doksorubicinu, Sirdies pazaidos ir rizikos veiksniy rySys su rs3735590 polimorfizmu. Tyrimo metu jokiy
statistiSkai reikSmingy rezultaty nebuvo gauta. Nors rezultatuose stebima tendencija, kad §is genas galéty
biti susijgs su kardiotoksiniu doksorubicino poveikiu, nes gauta p=0,08, taciau reikalingi tolimesni
tyrimai su didesne imtimi.

Siame darbe analizavome polimorfizmy sasajas su KV klinikinémis ir morfologinémis
savybémis bei receptoriy raiska. Taip pat buvo ieSkota sasajy su Sirdies pazaidos rizikos veiksniais bei
jos i8sivystymu po taikyto gydymo. Siekiant placiau jvertinti prognozing PON1 geno rs662 ir rs3735590
polimorfizmy verte, reikéty ilgesnés pacienciy stebésenos ir tuomet biity galima iSanalizuoti sgsajas su
iSgyvenamumu iki ligos progresavimo bei bendru iSgyvenamumu. Taip pat ilgesnés stebésenos metu
biity galima jvertinti pacienciy Sirdies funkcija po mety ar véliau. Ateities tyrimy kryptis galéty biiti

polimorfizmy analiz¢ sveikyjy motery populiacijoje ir jy skirtumai.
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14, ISVADOS

1. Tiriant PON1geno rs662 polimorfizma dazniausiai pasireiské AA genotipas, o reciausiai GG
genotipas, AA genotipg turéjo 63 proc., AG — 32,1 proc., GG — 4,9 proc.. A alelis pasireiské
dazniau nei G alelis (79 proc. ir 21 proc. atitinkamai). Tiriant PON1 rs3735590 dazniausiai
pasireiské CC genotipas - CC tur¢jo 92,6 proc., CT turéjo 7,4 proc. C alelis pasireiské dazniau
nei T alelis (96,2 proc. ir 3,8 proc. atitinkamai).

2. PON1 geno polimorfizmy rysio su klinikinémis bei morfologinémis kriities vézio savybémis
nebuvo nustatyta.

3. Reik$mingy Sirdies pazaidos i$sivystymo bei rizikos veiksniy ir PON1 geno rs662 ir rs3735590

polimorfizmy s3sajy nebuvo nustatyta.
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