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Lentelių ir paveikslų sąrašas
Lentelės:
1 lentelė. Sveikų žmonių kraujo, leukocitų ir leukogramos sudėties normalūs dydžiai.
2 lentelė. Mėginių tūriai
3 lentelė. HPC analizė ir organizmo skysčių analizės rėžimai
4 lentelė. Mėginių ėmimo įtaiso režimas
5 lentelė. Mėgintuvėlių dydžiai
6 lentelė. Mėgintuvėlių adapteriai
7 lentelė. Bendras leukocitų skaičius
8 lentelė. Bazofilų skaičiaus vidurkio kitimas
9 lentelė. Eozinofilų  skaičiaus vidurkio kitimas
10 lentelė. Neutrofilų skaičiaus vidurkio kitimas
11 lentelė. Limfocitų skaičiaus vidurkio kitimas
12 lentelė. Monocitų skaičiaus vidurkio kitimas
Paveikslai:
1 pav. Hematologinis analizatorius SYSMEX XE-5000
2 pav. XE serijos analizatorių optinė sistema
3pav. Ląstelių populiacijos DIFF taškinėje diagramoje
4pav. Ląstelės po reakcijos su Stromatolyser -FB
5 pav. WBC/BASO kanalo taškinė diagrama
6 pav. Ląstelės po reakcijos su Stromatolyser-IM
7 pav. Pacienčių pasiskirstymas pagal ligos stadiją
8 pav. Pacienčių pasiskirstymas pagal gydymo schemas
9 pav. Leukocitų skaičiaus vidurkio kitimas
10 pav. Leukocitinės formulės elementų skaičiaus kitimas po chemoterapijos
11 pav. Bazofilų skaičiaus vidurkio kitimas
12 pav. Eozinofilų  skaičiaus vidurkių skirtumai

13 pav. Neutrofilų  skaičiaus vidurkių skirtumai

14 pav. Limfocitų  skaičiaus vidurkių skirtumai

15 pav. Monocitų  skaičiaus vidurkių skirtumai

ŽODYNĖLIS

Adjuvantinė - pooperacinė chemoterapija, chirurginį gydymą papildanti priemonė.

Anemija – tai patologinė būklė, kuriai būdingas eritrocitų ir/ar hemoglobino kiekio sumažėjimas kraujyje.

Alopecija – galvos plikimas bei plaukų slinkimas kitose kūno vietose dėl įvairių priežasčių, t.p. dėl chemoterapijos ar spindulinio gydymo. Plaukai paprastai atauga.

Antikūnai – tai specifiniai baltymai, cirkuliuojantys kraujyje, atpažįstantys antigeną.
Brachiterapiją - tai gydymo metodas, kai radioaktyvią spinduliuotę skleidžia į audinius patalpinti radioaktyvūs izotopai.

Burkitto limfoma – viena iš difuzinės ne Hodgkino limfomos formų

Chemoterapija - tai navikų gydymas medikamentais, slopinančiais ląstelių proliferaciją arba sukeliančiais negrįžtamus pakitimus jose

Chorionepitelioma – piktybinis navikas, kilęs iš placentos.

Hematologija – tai mokslas apie kraują, kraujodarą, kraujo ir kraujodaros patologiją.

Hemoblastozė – apibendrintas kraujo piktybinių navikų pavadinimas

Hemopoezė – tai procesas, kurio metu kaulų čiulpuose iš kamieninių ląstelių vystosi visi žmogaus kraujo komponentai.

Imunitetas – tai organizmo apsauga nuo tam tikrų svetimų medžiagų (bakterijų, virusų, svetimų baltymų).

Klasikinis spindulinis gydymas - tai išorinis spinduliavimas rentgeno ar gama spindulius ar kita radioaktyvia spinduliuote.
Leukocitinė formulė ( leukograma ) – tai leukocitų klasių procentinio santykio įvertinimas, taip pat kartu su absoliučiu leukocitų skaičiumi.

Leukemija – tai piktybinis kraujo sistemos navikas su būtinu pirminių kaulų čiulpų pažeidimu.
Leukocitozė – leukocitų kiekio padidėjimas .

Leukopenija – leukocitų kiekio sumažėjimas.

Limfoblastinė leukemija – leukemijos forma, vyraujant limfoblastinės eilės ląstelėms

Limfoma – limfinės sistemos piktybinis navikas.

Malignizacija – supiktybėjimas

Metastazavimas – naviko ląstelių plitimas iš vienos kūno dalies į kitą per kraują ar limfą.

Monochemoterapija – tai gydymas vienu priešnavikiniu preparatu.

Neoadjuvantinė chemoterapija - ikioperacinė chemoterapija, skiriama dar nepašalinus naviko.

Pancitopenija – kaulų čiulpų veiklos slopinimas, dėl kurio kraujyje sumažėja kraujo elementų.

Polichemoterapija - tai gydymas, kai skiriami keli priešnavikiniai preparatai

Rabdomiosarkoma – piktybinis navikas, kilęs iš skersaruožių raumenų ląstelių

Sarkoma – jungiamojo audinio piktybinis navikas, atsirandantis raumenyse, kauluose ir kremzlėse.

Seminoma – viena iš sėklidės piktybinių navikų formų

Solidiniai navikai – navikai, sudarantys aiškų mazgą savo atsiradimo vietoje

Wilmso navikas – inkstų piktybinis navikas, atsirandantis vaikams ir jauno amžiaus žmonėms.

SANTRAUKA

Dauguma tyrimų apsiriboja tik leukocitų skaičiaus pokyčių analize, tačiau pačios formulės atskirų elementų pokyčiai, taikant chemoterapinius vaistus, mažai analizuoti.

Darbo tema :           LEUKOCITINĖS FORMULĖS POKYČIAI TAIKANT

      CHEMOTERAPINĮ GYDYMĄ.

Darbo tikslas -         Nustatyti leukocitinės formulės pokyčius taikant  chemoterapinį

       gydymą. 
Uždaviniai:               1. Apžvelgti chemoterapinio gydymo ypatumus, taikymą

onkologijoje ir poveikį organizmui.

2. Paaiškinti leukocitinės formulės sudėtį ir jos pokyčius.

3. Išnagrinėti kraujo tyrimą hematologiniais analizatoriais.

4. Ištirti leukocitinės formulės pakitimus taikant  chemoterapiją.

Hipotezė  -                Taikant chemoterapinį gydymą kinta leukocitinė formulė.

Šiame tyrime buvo analizuojama literatūra apie chemoterapijos taikymą gydant onkologinius susirgimus, jų poveikį organizmui. Buvo stebima, kaip pristatomi kraujo ėminiai. Tyrimui atsitiktine tvarka buvo atrinktos 101 pacientės, sergančios krūties vėžiu ir gydytos ne mažiau kaip dviem chemoterapijos kursais, buvo 157 ligos istorijos.

Tyrimas atskleidė, kad gydymas chemoterapiniais preparatais yra vienas iš pagrindinių gydymo būdų, tačiau turi daug pašalinių , toksinių organizmui reiškinių. Šis darbas įrodė, kad taikant chemoterapinį gydymą, leukocitų skaičius mažėja, labiausiai dėl limfocitų ir granuliocitų skaičiaus mažėjimo. Monocitų skaičius taikant chemoterapiją didėja, ir šis didėjimas yra statistiškai reikšmingas. Bazofilų ir eozinofilų skaičius kinta, tačiau šie pokyčiai nėra dėsningi.

Hipotezė pasitvirtino.
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Appendix 2
According to WHO, cancer incidence rapidly increases all over the world including Lithuania. In Lithuania most common malignancies in males are prostate, lung and colorectal cancers, in females – breast, female genital organs and colorectal cancer. Breast cancer is the most common malignant tumor among Lithuanian females with approximately 1400 new breast cancer cases and approximately 600 deaths from cancer every year. Cancer patients' survival strongly depends on diagnosed stage of the disease; and therefore early diagnostics is one of the key factors for the successful patient treatment.

Gene mutations are key mechanisms for breast cancer development. Therefore precise breast cancer diagnostic comprises also genetic analysis. At present evaluation of changes in RAS and p53 genes are widely used in breast cancer diagnostics, treatment evaluation and prognosis. Evaluation of hereditary and environmental factors is also important.

Presently the most effective systemic therapy is chemotherapy and related strategy, such as targeted and gene therapy. Neither surgery, nor radiotherapy alone can eradicate systemic factors involved in breast cancer development. Therefore the most effective treatment strategy is combined treatment involving surgery, chemotherapy and in some cases radiotherapy.

However, use chemotherapy comprises specific risks. Al agents used for chemo therapy possess strong toxic effects, especially on hematopoiesis and lymphopoiesis. Most of them directly influence white blood cells, interfering their development and life cycle. Therefore evaluation of hematological changes is of extreme importance in the chemotherapy control and evaluation. Analysis of changes in white blood cells during chemotherapy enable clinicians to chose suitable treatment regime and avoid unnecessary side effects.
Tie subject of work:
Changes in leucocutic formula during chemotherapy

The purpose of work:
To determine changes in leucocytic formula during 




chemotherapy

Tasks:
1. To review peculiarities of chemotherapy, its‘application in cancer 



treatment  and effects on human body, leucocytic formula and its 




changes.

2. To analyze priciples of operation of hematological analyzers.

3. To analyze changes in leucocytic formula during chemotherapy.

Hypothesis:

Leucocytic formula changes during chemotherapy

Literature data concerning cancer chemotherapy and it’s effects on human body was reviewed during this work. Blood test methods were studied. A total of 157 case histories of 101 patients with breast cancer treated with two or more courses of chemotherapy were analyzed.

Analysis showed that chemotherapy is one of the basic cancer treatment modalities. However, many side effects are observed during chemotherapy. This work proved, that during chemotherapy number of leucocytes decreases mainly due to decrease of number lymphocytes and monocytes.

Thus the hypothesis was proved.

ĮVADAS

PSO duomenimis, visose išsivysčiusiose šalyse, taip pat ir Lietuvoje, daugėja sergančiųjų piktybiniais navikais. Lietuvoje vyrai dažniausiai serga priešinės liaukos, plaučių ir kolorektaliniu vėžiu, o moterys – krūties, moters lyties organų piktybiniais navikais ir kolorektaliniu vėžiu. Piktybinių navikų diagnostika yra sunki, liga dažnai nustatoma pavėluotai. Daug ligonių kreipiasi į gydytoją tuomet, kai vėžys jau išplitęs ir jį sunku gydyti.

Kasmet Lietuvos Respublikoje užregistruojama vis daugiau naujų piktybinių navikų atvejų. 2009 metais šalyje buvo užregistruota daugiau kaip 16603 naujų vėžio atvejų.  Nuo piktybinių navikų miršta apie 7-8 tūkstančiai Lietuvos gyventojų. Trečdalis onkologinių ligonių miršta per vienerius metus nuo diagnozės nustatymo. 2009m. pabaigoje Lietuvoje gyveno daugiau nei 62 tūkstančius onkologinių ligonių.

Šiuo metu įrodyta, kad piktybinius navikus efektyviausiai galima gydyti kombinuojant chirurginį, spindulinį ir chemoterapinį gydymą. Du pastarieji gydymo metodai pasižymi ryškiu kraujodarą slopinančiu efektu. Šis šalutinis gydymo poveikis sustiprinamas, kai vienu metu naudojami keli gydymo metodai. Tokia sąveika didina anemijos sunkumą ir trukmę, daro įtaką leukocitų pokyčiams, imuninei sistemai, o tai turi reikšmės tolesniam gydymo efektyvumui. Todėl taikant kombinuotą gydymą būtina atidžiai sekti ir įvertinti jo poveikį kraujo rodikliams.

Šis tyrimas aktualus tuo, kad dauguma mokslinių tyrimų nagrinėja bendrą hematologinį tyrimą, bet yra mažai duomenų, kad būtų analizuojamos leukocitinės formulės atskiri elementai, sergant onkologinėmis ligomis.

Darbo tikslas -         Nustatyti leukocitinės formulės pokyčius taikant  chemoterapinį

gydymą.

Uždaviniai:              1. Apžvelgti chemoterapinio gydymo ypatumus, taikymą

onkologijoje ir poveikį organizmui.

2. Paaiškinti leukocitinės formulės sudėtį ir jos pokyčius.

3. Išnagrinėti kraujo tyrimą hematologiniais analizatoriais.

4. Ištirti leukocitinės formulės pakitimus taikant  chemoterapiją.

Hipotezė  -                  Taikant chemoterapinį gydymą kinta leukocitinė formulė.

Šis tyrimas buvo atliekamas analizuojant laboratorinių tyrimų duomenis, esančius gydytų dėl krūties vėžio pacienčių ligos istorijose.

2. LITERATŪROS ANALIZĖ

2.1 Vėžys

Pasaulyje sergamumas krūties vėžiu siekia 37,4 atvejų 100 tūkst. gyventojų, mirštamumas – 13,2. Lietuvoje šie skaičiai atitinkamai – 38,5 ir 17,6. Pasaulio šalių statistika rodo – kuo anksčiau ši liga diagnozuojama, tuo didesnė tikimybė kad, taikant tinkamą gydymą, ja susirgusi moteris pasveiks ar ilgiau gyvens. Tad vienas iš pagrindinių uždavinių, kuriuos turėtų spręsti šios srities medikai, mokslininkai ir sprendimus priimančių institucijų atstovai – kokių priemonių reiktų imtis norint kuo anksčiau diagnozuoti ligą.

Sveikos ir navikinės ląstelės skirtumai

Sveikos ir navikinės ląstelės skirtumai nėra tokie dideli, kad juos būtų galima panaudoti kaip terapijos taikinius ir kurti į juos nukreiptus naujus veiksmingus vaistus.

Teoriškai, kuriant naujus vaistus ar gydymo schemas, būtų galima pasinaudoti keliais sveikos ir navikinės ląstelės skirtumais – metaboliniams, kinetiniais, molekuliniais ar kitais.

Tačiau sveikos ir navikinės ląstelės metabolizmo skirtumai labai nežymūs, juos sunku identifikuoti ir panaudoti klinikinėje praktikoje.

Didesnis skirtumas yra tarp sveikos ir navikinės ląstelės kinetikos ypatybių. Šiuos skirtumus galima lengviau panaudoti, kuriant naujus vaistus ar gydymo schemas. Tačiau ir šie skirtumai nėra pakankami, siekiant užtikrinti norimą terapinį efektą.

Didžiausi sveikos ir navinės ląstelės skirtumai nustatyti molekuliniame lygmenyje. Svarbų vaidmenį aktyvinant naviko vystymąsi atlieka onkogenai ir genai navikų slopikliai. Visos ląstelės, įvykus atitinkamam dalijimosi ciklų skaičiui, žūva apoptozės ar nekrozės būdu. Skirtumas tas, kad navikinėje ląstelėje sutrinka fiziologinis ląstelės senėjimo ir užprogramuotos ląstelės mirties, tai yra apoptozės, mechanizmas. Sutrikus apoptozės mechanizmui paspartėja kancerogenezė, nes sudaromos sąlygos dalytis toms ląstelėms, kurios turi įvarų mutacijų ir kurios normaliomis sąlygoms nesidalytų. Prasideda nekontroliuojamas naviko augimas.

Atsižvelgiant į sveikos ir navikinės ląstelės skirtumus, kuriamos piktybinių navikų medikamentinės terapijos strategijos. Gali pasitvirtinti hipotezė, kad nebūtina sunaikinti visų navikinių ląstelių, svarbiau yra sugrąžinti joms sveikos ląstelės fenotipą ir sustiprinti organizmo imuninę sistemą tam, kad organizmas pats sunaikintų navikines ląsteles.[34]
2.2 Priežastys, kurios gali sukelti vėžį
Vėžio pradžia – mažytė pakitusi ląstelė, kuri dėl nežinomų priežasčių ima elgtis ne taip kaip turėtų. Normali ląstelė dauginasi, bręsta, funkcionuoja, sensta ir sunyksta tam tikru biologiniu ritmu, užkoduotu jos branduolyje. Kai gamtos diktuojamas ritmas dėl kokios nors priežasties sutrinka, prasideda anarchija – ląstelės ima dalytis ir daugintis kaip nori. Štai taip viename iš organų pradeda kauptis taisykles sulaužiusios ląstelės. Iš jų susidaro perteklinė audinio masė arba mazgas – navikas. O priežasčių gali būti daug. [29]
2.2.1 Žalinga RAS geno mutacija, sukelianti nenutrūkstamus signalus ląstelėms daugintis (vėžys)
Chromosomose šiuo metu yra žinoma apie 200 raidžių kombinacijų, kurios vienaip ar kitaip susijusios su piktybiniais navikais. Pirmasis toks aptiktas genas buvo RAS genas, kurio paskirtis - didinti ląstelių skaičių.   Kūno gyvybę palaiko nuolatinis senų ląstelių pasikeitimas naujomis. Atsiradus naujų ląstelių poreikiui, ima veikti ląstelių dauginimąsi kontroliuojantys genai. Vienas iš tokių yra RAS genas, kuris gamina RAS baltymą. Kai audiniui reikia naujos ląstelės, jai duodamas signalas daugintis. Tada po ląstelės membrana esantys baltymai perduoda šį signalą RAS baltymui, o šis - savo padėjėjams ir pasiuntiniams, kurie gavę signalą ima judėti ląstelės branduolio link. Jie atlieka pasiuntinio vaidmenį, kurie neša RAS baltymo nurodymą dalytis. Čia jie susiduria su apsauginiu baltymu, kurio veikla stabdo ląstelės dalijimąsi. Paprastai šis baltymas sulaiko RAS baltymo pasiuntinius ir prižiūri, kad jie nepradėtų judėti nekontroliuojami. Nuolat vyksta kautynės, todėl ląstelės nesidaugina daugiau negu reikia. RAS baltymo pasiuntiniai prasprūsta ir jiems susijungus su DNR ir nukopijavus genus, prasideda ląstelės dalijimasis. Jei kas nutinka RAS genui, jo gaminamas baltymas ima be sustojimo siųsti signalą daugintis.   Kodėl normali ląstelė tampa vėžine? Ieškant atsakymo į šią paslaptį, pirmiausia buvo imta tirti genus, kurie atsakingi už ląstelių dauginimąsi. Tačiau vėžio atsiradimą lemia ir kitas genas, kurio funkcija visiškai kitokia. [7, 29]
2.2.2 Žalinga P53 geno mutacija, sunaikinanti apsaugą, reguliuojančią kad ląstelė nesidaugintų per daug (vėžys).

Tokijo universiteto Medicinos mokslų institutas (Institute of Medical Science, University of Tokyo) įrengta aukšto lygio genų tyrimo laboratorija. Čia tiriamos kelių tūkstančių vėžiu sergančių ligonių ląstelės ir bandoma nustatyti, kokia genetinė mutacija jose vyko ir kada jos supiktybėjo.   Čia dirbantis profesorius Yusuke Nakamura anksčiau buvo chirurgas ir operuodavo onkologinius ligonius. Ilgainiui jam ėmė atrodyti, kad paprastais metodais vėžio neįveiksi ir jis atsidavė genetikos mokslui. Šiuo metu jį labiausiai domina genas P53.   Pasak profesoriaus, pakitusį P53 geną turi maždaug pusė vėžiu sergančių ligonių. Tyrimais nustatyta, kad P53 atlieka sargo, neleidžiančio ląstelei supiktybėti, vaidmenį. Šis genas gali labai pasitarnauti diagnozuojant ir gydant vėžį.   Baltymai P53 visada veikia susijungę po keturis ir prisišlieję prie DNR. Jie saugo, kad ląstelė nesidalytų be perstojo. Jeigu RAS geną, kuris perduoda signalą ląstelės dalijimuisi, paveikia mutacija, ląstelė ima daugintis be perstojo. Tačiau užfiksavęs tokią mutaciją, veikti ima baltymas P53 ir užkerta kelią signalus perduodantiems baltymams. Ląstelė, kuri dėl pakitusio RAS geno negali nustoti dauginusis, įžengia į pirmąją sveikos ląstelės supiktybėjimo stadiją. Jei RAS baltymo padėjėjams, kurie skatina ląstelę dalytis, bus leista likti prisijungus prie DNR, dauginimosi procesas nenutrūks. Apsauginis baltymas, stabdantis šį procesą, bando atitraukti RAS pasiuntinius nuo geno. Tačiau RAS baltymas siunčia signalus vieną po kito. Apsauginiai baltymai nebespėja susidoroti vieni. Tuomet į kovą stoja pats baltymas P53. Keturių P53 baltymų grupė prisitvirtina prie tam tikros DNR vietos. Jie ima gaminti ypač stiprius pagalbininkus. Naujieji P53 baltymo išskirti baltymai sunaikina RAS pasiuntinius. Šis P53 baltymo sugebėjimas sukurti pastiprinimą ir saugo ląstelę nuo supiktybėjimo.
Štai sveiko geno fragmentas:

T C A C T |A| T C C G A T G T

A G T G A |T| A G G C T A C A

O čia po mutacijos (iškrito A-T pora):

T C A C T | T C C G A T G T

A G T G A | A G G C T A C

Mutavę genai apskritai gamina mažiau baltymų, o mutavus P53 genams, ląstelėje sintetinsis pakitusios formos baltymai, kurie nesugeba prisitvirtinti prie DNR ir iškirti reikiamų medžiagų. Ląstelės netenka balanso, ima nekontroliuojamai daugintis ir išsivysto vėžys. [27]
2.2.3 Ultravioletiniai spinduliai - vėžio faktorius.
Toli gražu ne visos vėžio formos yra paveldėtos iš tėvų, o tik 5-10%. Kiti atvejai išsivystė jau po gimimo. Jas gali sukelti chemikalai, ultravioletiniai spinduliai, nikotinas ir kt.   Žemės paviršių nuolat atakuoja kenksmingi ultravioletiniai spinduliai. Net ir nedidelis jų kiekis prasiskverbiantis pro supantį ozono sluoksnį gali pažeisti genus ir sukelti mutaciją. Ultravioletiniams spinduliams pasiekus kūną, aktyvuojasi pigmentinės odos ląstelės chromatoforos. Jos ima gaminti melaniną. Nuo melanino patamsėjusios odos ląstelės saugodamos genus atspindi žalinguosius ultravioletiniais spindulius.   Jei ultravioletiniai spinduliai prasprūsta pro melaniną ir pasiekia genus, tai juos pažeidžia ir sukelia mutaciją. Pažeidus geną, baltymas P53 prisijungia prie DNR ir stabdo ląstelės dauginimąsi. Tuomet kiti baltymai suvienija pajėgas bandydami atitaisyti genams padarytą žalą. Pirmiausia jie suranda pažeistą DNR vietą, tuomet vieni baltymai suformuoja kitiems savotišką atramą, o tie ištempia pažeistą geno atkarpą ir ją iškerpa. Taisant DNR ir grąžinant ją į normalias funkcijas, kartu dirba daugiau nei 10 rūšių baltymų. Taigi genas P53 stabdydamas ląstelės dalijimąsi išlošia laiko baltymų komandai, kuri skubiai šalina avarinę situaciją. [27,29]
2.2.4 Pigmentinė kseroderma (xeroderma pigmentosa) (XP), kai nėra P53 geno.
Kai kurie žmonės greičiau suserga vėžiu dėl to, kad gene, kuris gamina baltymus taisytojus, yra įvykusi mutacija. Vaikai, kurie serga xeroderma pigmentosa, kartais vadinama XP, saugodamiesi nuo saulės, privalo dangstytis antklodėmis ir drabužiais. Tikimybė susirgti odos vėžiu jiems yra 2000 kartų didesnė, negu sveikiems. Kartą per metus tokie vaikai kartu su šeimomis susirenka stovykloje Poughkeepsie, USA. Jų veidai tirštai nusėti strazdanom. Tai saulės pėdsakas. Pažeidus odą dar labiau išsivysto vėžys.   Normaliomis aplinkybėmis P53 genas gali apsaugoti ląsteles nuo supiktybėjimo. Jei atitaisyti žalos nebeįmanoma, baltymas P53 išsikviečia kitokius pagalbininkus, kurie ląsteles numarina. DNR sutraukoma daugelyje vietų. Tai ląstelės susinaikinimas (apoptozė), kad pakitę genai nepaveiktų aplinkinių ląstelių. Apoptozė kasdien vyksta mūsų kūnuose, kai būname stiprioje saulės šviesoje   Deja vaikai sergantys XP, neturi savybių atitaisyti pažeidimus turinčio P53 geno, todėl jie neapsaugoti nuo odos vėžio. Priklausomai nuo tos vietos, kur įvyko mutacija, jie apie 5-us metus apkursta, ima nebekontroliuoti judesių, ir jiems tenka sėstis į invalido vežimėlį [29].
Paveldimo vėžio sindromai:
· Li Fraumeni sindromas
· VHL
· MEN1
· MEN2
· BRCA1 geno mutacija
· BRCA2 geno mutacija
· Cowden sindromas
· Neurofibromatozė
Apie 5-10% visų piktybinių navikų yra paveldimi – juos lemia tam tikrų žinomų genų defektai (mutacijos), kurie gali būti perduodami iš kartos į kartą. Paveldimi piktybiniai navikai skiriasi nuo šeiminių tuo, kad rizika susirgti yra žymiai didesnė ir genetinis defektas (mutacija) būna patogeniškas. Tikimybė, kad tokia mutacija galės būti perduota palikuonims, yra 50% (t.y. sergančių paprastai yra kiekvienoje kartoje). Svarbu įsidėmėti, kad paveldimas ne pats vėžys, bet padidintas polinkis juo sirgti. Paveldimas vėžys nėra diagnozė, tai terminas, apibūdinantis onkologines ligas, kurias sąlygoja paveldimi genetiniai pokyčiai. . Tačiau dažnai trūksta informacijos apie artimųjų ligas, o šeimos būna nedidelės. Todėl įtarti tam tikrą paveldimą vėžį galima, jei:

· yra bent du onkologine liga sergantys giminaičiai (vienoje šeimos pusėje);

· liga buvo diagnozuota anksti (iki 50 m.);

· tam pačiam asmeniui buvo diagnozuoti keli tos pačios ar kitos lokalizacijos navikai;

· abipusis porinių organų vėžys;

diagnozuoti reti navikai (pvz.: sarkomos, gliomos, plonosios žarnos vėžys, akių tinklainės ar smegenėlių hemangioblastomos, antinksčių vėžys, feochromocitoma, medulinė skydliaukės karcinoma, paraganglioma, abipusė inkstų angiomiolipoma).

Šeiminį vėžį galima įtarti, jei yra bent du onkologine liga sergantys giminaičiai. Galutinai padidintą genetinį polinkį sirgti vėžiu patvirtina onkogenetiniai tyrimai. [27,28,29] 
2.3 Chemoterapijos raida

Iki 19 amžiaus ligonių gydymas rėmėsi per tūkstantmečius sukauptoms žiniomis.

1890 m. Roentgen atrado rentgeno spindulius. Po 3m. Mary ir Perre Curie nustatė, kad radis turi prasiskverbiantį ir jonizuojantį poveikį audiniuose.

1898 m. Williamas Coeley gydydamas limfomas ir sarkomas panaudojo bakterijų ekstraktą.

1896 m. laikoma chemoterapijos pradžia, kai George Beatson Škotijoje nustatė, kad pašalinus kiaušides moterims sergančioms krūties vėžiu, sustabdomas naviko augimas.

20 amžiaus pradžioje Paul Erlch ir kiti mokslininkai padarė išvadą, kad žemo molekulinio svorio vaistai gali būti naudojami vėžio ir infekcinių ligų gydyme.

Pirmas priešnavikinis vaistas Nitrogen mustard panaudotas Pirmajame pasauliniame kare  kaip toksinis vezikantas.

1946 m.folinės rūgšties darinys Aminopterinas pradėtas naudoti ūminių leukozių gydymui.

Sekančių dviejų dekadų metu kas 2 metai buvo išrandamas naujas chemopreparatas. [12]
Vilniaus universiteto Onkologijos Institute chemoterapijos skyriuje yra 65 lovos. Per metus gydoma apie 2500 ligonių. Šiuo metu chemoterapija yra vienas iš pagrindinių vėžio gydymo metodų. Chemopreparatai naudojami vieni arba kombinuojami su chirurginiu ar spinduliniu gydymu. Gydytojas chemoterapeutas atsako už visą chemoterapinio gydymo procesą.

Toliau plėtojama Respublikos onkologijos įstaigose intraarterinė chemoterapija. Per 20 metų į medicinos praktiką įdiegta daug efektyvių preparatų, kuriuos skiriant ligoniams pavieniui arba dažniai derinant su kitais citostatikais, gaunami geri rezultatai, gydant kraujodaros ir kiaušidžių navikus bei kitus navikus.

Eksperimentiniais ir klinikiniais tyrimais įrodyta, kad polichemoterapijos programų efektyvumą lemia skirtingo citotoksinio veikimo mechanizmo priešnavikinių preparatų vartojimas, skirtingas jų toksinis poveikis organams ir sistemoms. Vilniaus universiteto Onkologijos institute sukurti priešnavikiniai preparatai yra efektyvūs gydant hemoblastozes ir piktybines limfomas, aktyviausi iš jų - lofenalis ir fenalonas. Tačiau būtina pažymėti, kad programos rezultatyvios ir tais atvejais, kai atsiranda navikinių ląstelių atsparumas ankstesnei, tradicinei, chemoterapijai. Klinikiniais tyrimais įrodyta, kad polichemoterapijos programa, į kurios sudėtį įeina fenalonas ir lofenalis, yra efektyvi gydant limfomą.[18]
Susikūrus 1957 metais Lietuvos onkologijos mokslinio tyrimo institutui, pagrindinė jo mokslinio darbo kryptis buvo priešnavikinių preparatų sintezė ir jų eksperimentinis tyrimas. Nuo 1957 iki 1973 metų Instituto chemikai sukūrė daugiau kaip 500 originalių priešnavikinių preparatų. Tai buvo įvairūs fenilalkaninių rūgščių dariniai, iš jų 16 aktyviausių preparatų buvo pateikti klinikiniams tyrimams. Atlikus šiuos tyrimus paaiškėjo, kad didžiausiomis priešnavikinėmis savybėmis ir mažiausiu toksiškumu pasižymi lofenalis ir jo analogas fenalonas.

Šiuolaikiniu chemoterapijos plėtotės etapu labai aktuali ir neatidėliotinai spręstina navikinių ląstelių rezistentiškumo citostatikams problema. Po daugkartinio rezultatyvaus citostatikų panaudojimo išsivysto rezistentiškų ląstelių klonai, kurie jau nebejautrūs anksčiau naudotiems citostatikams.  Todėl, vėl norint gauti terapinį efektą, būtina neatidėliotinai keisti gydymo rūšį, papildant polichemoterapines programas naujais, anksčiau nenaudotais citostatikais arba modifikuoti gydymo režimus.  [3,18,17]
Šiuo metu pradėta ypač plačiai propaguojama chemoprofilaktikos idėja. Tai pastangos natūraliomis ar sintetinėmis cheminėmis priemonėmis sustabdyti ląstelių malignizacija.

Teorinė chemoprofilaktikos prielaida yra antikancerogenezės galimybė. Vėžio formavimasis – daugiastadijinis procesas. Chemoprofilaktika remiasi tuo, kad ląstelė supiktybėja ne staigiai, o etapais, į kurių eigą įsiterpus kai kurioms cheminėms medžiagoms, malignizacijos procesą galima nutrakti. Antikancerogeninės medžiagos pagal veikimo pobūdį skirstomos į šias grupes:

· cheminiai junginiai, sutrikdantys kancerogenų pasigaminimą in vivo (pvz. askorbo rūgštis).

· ,,blokuojantys agentai” – trukdantys kancerogenezę sukeliantiems veiksniams pasiekti kritinius ląstelės taškus ar juos paveikti,   t.y.  I-oji gynybos grandis, neleidžianti įvykti iniciacijai – pirmajai kancerogenazės stadijai. Yra 3 pagrindinės ,,blokuojančių agentų” grupės. Vieni jų neleidžia aktyvuotis kancerogeninėms medžiagoms, slopindami šių medžiagų metabolizmą, kiti – padidina cheminius kancerogenus detoksikuojančių fermentų aktyvumą, treti - ,,pagauna” ir sulaiko kancerogenines medžiagas prieš joms pasiekiant kritinius taškus. Šiai grupei priskiriami       N-acetilcisteinas, izotiocianatai, polifenoliai ir kt. Daugelio iš jų yra vaisiuose, grūduose ir daržovėse.

· ,,supresuojantys agentai” – slopina inicijuotų ląstelių supiktybėjimo promociją. Tai aspirinas, indometacinas, vitaminas D, kalcis ir kt.

Praktiškai antikancerogeniniai junginiai veikia ne vieną kurią nors kancerogenezės stadiją, o įvairius šio proceso etapus. Chemoprofilaktika kol kas yra daugiau eksperimentinis metodas, naudojamas vykdant specialias mokslines programas. [1,4]
Ilgą laiką navikų terapijoje naudoti citostatikai. Iki šiol citostatinė terapija tradiciškai vadinama chemoterapija. Laikui bėgant atsirado naujų preparatų (hormonai, biologinė terapija), tad chemoterapijos terminas keičiamas platesniu - medikamentine terapija.

Medikamentinės terapijos rūšys:

· Chemoterapija

· Hormonų terapija

· Imunoterapija

· Biologinė / takinių terapija

· Genų terapija

· Kita

2.4 Onkologinių ligonių gydymo metodai
1. Chirurginis

2. Konservatyvus:

· Spindulinė terapija

· Medikamentinė terapija

· Fotodinaminė terapija

3. Sudėtinis (kombinuotas) gydymas

Medikamentinė terapija planuojama kaip navikų sudėtinio gydymo komponentas. Hematologinių navikų atvejais ji gali būti vieninteliu pagrindiniu gydymo būdu. Derinant šį gydymo metodą su kitais metodais, padidėja pastarųjų veiksmingumas, išsiplečia jų taikymo galimybės, pagerėja ir artimieji, ir tolimieji gydymo rezultatai.

Vaistai, priklausomai nuo jų veiksmingumo, skirstomi į kelias grupes:
Pirmoji grupė – vaistai, kuriais galima visiškai išgydyti sergančiuosius arba išgydyti pakankamai didelę jų dalį. Šie preparatai skiriami pirmiausiai.

Atroji grupė – priskiriami vaistai, kurie dažnai yra veiksmingesni už pirmosios grupės vaistus, tačiau skiriami tik konkrečiai pacientų grupei, esant aiškiai apibrėžtoms klinikinėms situacijoms.

Trečioji grupė – pasižymi tam tikru veikimu prieš piktybinius navikus, tačiau šis poveikis yra nepakankamas pasiekti reikšmingą terapinį efektą. Šie preparatai dažniausiai tik pagerina sergančiųjų gyvenimo kokybę. [5,12]
Navikų kategorijos

Yra žinoma daugiau kaip 200 navikų tipų, kuriuos pagal jautrumą medikamentinei terapijai sąlygiškai galima suskirstyti į penkias kategorijas.

1 kategorija. Labai jautrūs medikamentinei terapijai navikai, kuriuos gydant vien tik vaistais – monochemoterapija ar polichemoterapija – pasiekiamas ilgalaikis efektas. Dauguma pacientų pasveiksta arba daugeliui jų ženkliai pailgėja gyvenimo trukmė (kamieninių ląstelių (germinogeninis) vėžys, trafoblastiniai, ūminė limfoblastinė leukemija, ūminė mieloidinė, ūminė promielocitinė leukemijos, Hodžkino liga (ne limfoma).

2 kategorija. Ankstyvųjų ligos stadijų navikai, kuriuos gydant vaistais, pacientų vidutinė gyvenimo trukmė pailgėja, jei medikamentinė terapija derinama su operaciniu ar spinduliniu gydymu (kolorektalinis, krūties, kiaušidžių vėžys, osteosarkoma, Ewingo sarkoma, retinoblastoma).

3 kategorija. Metastazavę navikai, kurie, gydant vienu vaistu (monochemoterapija) ar vaistų deriniu (polichemoterapija), ženkliai sumažėja arba dažniausiai po gydymo pagerėja pacientų gyvenimo kokybė, šios grupės navikais sergančių pacientų gyvenimo trukmė daugeliu atveju pailgėja nedaug (plaučių, kiaušidžių, endometriumo, prostatos vėžys, lėtinė limfocitinė ir mielocitinė leukemija).

4 kategorija. Navikai, kurių vietinio išgydymo tikimybė didėja, naudojant medikamentinę terapiją prieš, kartu ir po operacijos ar spindulinio gydymo (burnaryklės, nosiaryklės vėžys).

5 kategorija. Navikai, kuriems gydyti šiuo metu nėra veiksmingų vaistų. Objektyvus atsakas nustatomas mažiau nei 20 proc. (AIDS sąlygota CNS limfoma, hepatobiliarinis, kasos, inkstų, skydliaukės vėžys, melanoma). [20]
2.4.1 Medikamentinė terapija

Medikamentinės terapijos tikslas:

Šiandien klinikinėje praktikoje galioja nuostata, kad pagrindinis paciento, sergančio onkologine liga, gydymo tikslas – sunaikinti visas navikines ląsteles, esančias organizme, kartu stengiantis, kad kuo mažiau nukentėtų sveiki audiniai ir organai. Ši taisyklė galioja ir skiriant medikamentinę terapiją. Įgyvendinti šį uždavinį nelengva todėl, kad nepavyksta sukurti tokių preparatų, kurie veiktų tik navikines ląsteles, nepažeisdamos sveikų audinių ląstelių.
Pagal veikimo apimtį medikamentinė terapija skirstoma:

· Sisteminę – jos metu vaistai leidžiami į veną, raumenis, po oda arba skiriami per os, tikintis bendro poveikio visam organizmui.

· Regioninę – šios terapijos metu tikimąsi, kad suleidus vaistus į pagrindines naviką maitinančias kraujagysles, jie pateks tik į naviką.

· Lokalią – naudojant šį būdą vaistai patenka tiesiai į naviką (tepalai, pavilgai), leidžiami į ertmes (šlapimo pūslę, pilvo ertmę, pleuros ertmę, stuburo kanalą).

Neoadjuvantinė terapija - tai medikamentinė terapija skiriama prieš chirurginį ar spindulinį gydymą, ji skiriama, siekiant sumažinti naviko masę, padidinti paciento operabilumą ar švitinimo veiksmingumą.

Adjuvantinė terapija - šis gydymas taikytinas pacientams, esant metastazavimo rizikai, todėl jį reikia skirti kuo greičiau po operacijos ir naudoti didžiausias galimas vaistų dozes. Tačiau adjuvantinė terapija pasirodė veiksminga ne visų navikų atžvilgiu. Metodas veiksmingas gydant krūties, storosios žarnos navikus, tačiau melonomos ar plaučių vėžio atveju efektas yra nežymus.
2.4.2 Eksperimentinės prielaidos padėjusios suformuluoti gydymo citostatikais principus
H. E. Skipperio taisyklės:

· Proliferuojančių ląstelių padvigubėja vienodais laiko tarpais

· Citostatiko poveikis priklauso nuo naviko ląstelių kinetikos. Suleidus citostatiko, žūva toks pat ląstelių procentas.

M. L. Mendelsono naviko augimo frakcijos sąvoka.

· Navike yra motininių ląstelių subpopuliacija, kuriai proliferuojant, navikas auga. Šios ląstelės – pagrindinis taikinys citostatikams.

Naviko oksigenacijos reikšmė.

· Navikui augant jo angiogenezė atsilieka, mažėja oksigenacija, lėtėja ląstelių proliferacija. Padidėja nesidalijančių ląstelių skaičius. Todėl dideli navikai atsparesni gydymui.

· Gompertso kreivė – naviko augimas parodomas kaip naujai atsiradusių ir žuvusių ląstelių santykis. [12]
2.4.3 Citostatikai
Šiandien didžiausią vaistų nuo navikų grupę sudaro citostatikai. Onkologinėje praktikoje naudojama daugiau kaip 100 įvairių medikamentų skirtingų lokalizacijų navikams gydyti. Šie preparatai skiriasi savo sudėtimi, veikimo principu: slopina ląstelių dauginimąsi (veikia ląstelių proliferaciją ir augimą), dalis preparatų turi citotoksinį poveikį (tiesiogiai žudo ląsteles). Terminas citostatikas vartojamas apibūdinti grupę preparatų, kurie gali sunaikinti naviko ląsteles arba slopinti jų augimą.

Citostatikų poveikio mechanizmai

Molekuliniai taikiniai ląstelėje:

· DNR ar RNR modifikatoriai – alkilinantys agentai

· Topoizomerazės II inhibitoriai – antraciklinai

· DNR polimerazės inhibitoriai – bleomicinas

· Mitozės inhibitoriai – Vinca alkaloidai

· Folinės rūgšties, purinų ir pirimidinų antagonistai – antimetabolitai

Citostatikų poveikis:

· Citotoksinis – vaistas negrįžtamai pakenkia navikines ląsteles

· Litostatinis – vaistas stabdo ląstelių proliferaciją.

· Selektyviais toksiškumas, išnaudojantis tuos skirtumus, kurie yra tarp navikinės ir sveikos ląstelės

Visi citostatikai veikia ne tik navikines, bet ir greitai proliferuojančias normalių audinių ląsteles – tai pagrindinė chemoterapijos sukeliamų nepageidaujamų reiškinių priežastis.

Chemopreparatų skirstymas pagal ląstelės dalijimosi ciklo fazę:

· Ląstelės dalijimosi fazei neįtakojantys vaistai : vienodai veikia proliferuojančias r G0 fazėje esančias ląsteles. Vaistą pasižymi dideliu toksiškumu (pvz., nitrozoureos junginiai)

· Ląstelės dalijimosi fazei specifiniai vaistai : žudo ląsteles, esančias tik tam tikrose konkrečiose ląstelės ciklo fazėse. Jie neveikia ląstelių ramybės fazėje, šių vaistų veikimo laikas yra trumpas (pvz., vinkristinas, metotreksatas).

Ląstelės dalijimosi fazei specifiniai vaistai: žudo ląsteles. Esančias visose ląstelės ciklo fazėse (t.y. visas besidalijančias ląsteles), tačiau ląstelės, esančios G0 fazėje yra daug mažiau jautrios citostatikams (pvz., 5-fluorouracilas, ciklofosamidas, aktinomicinas D). Šių vaistų turi būti skiriamos didelės vienkartinės dozės .[12]
Skirstymas pagal veikimo mechanizmą:

· Vaistai tiesiogiai veikiantys DNR:

· Alkilinantys preparatai

· Topoizomerazių inhibitoriai

· Citotoksiniai antibiotikai

· Antraciklinai

· Antimetabolitai:

· Stabdo DNR sintezę, slopindami purinų ar pirimidinų sintezėje dalyvaujančių fermentų veiklą arba įsijungdami į sintetinamą DNR molekulę.

Chemopreparatų klasifikacija:

Alkilinantys:

· Mustardai

· Alkilsulfonatai

· Tetrazinai

Platinos dariniai kiti alkilinantys vaistai

· Antimetabolitai:

· Folio rūgšties analogai

· Purinai ir jų analogai

· Primidinai ir jų analogai

· Kiti antimetabolitai

· Priešnavikiniai antibiotikai

· Augaliniai alkaloidai

· Topoizomerazės inhibitoriai

· Mitozės inhibitoriai

· Enzimai

Alkilinantys preparatai – tai dažniausiai naudojamų preparatų grupė, kuriai priklauso medžiagos, savo sudėtyje turinčios chloretilaminų, etilenaminų ar metansulfoninės rūgšties liekanų. Jų veikimas pasireiškia tiesioginiu poveikiu į DNR.

DNR pažeidimas gali būt sukeltas įvairiais būdais:

Skersinės(kryžminės) DNR spiralės jungtys susidaro veikiant cisplatinai ir karboplatinai.

Doksorubicinas, mitoksantronas, idarubicinas, epirubicinas veikia slopindami topoizomerazės II aktyvumą, nutraukdami sąsajas, jungiančias atskiras DNR grandinės dalis. Slopinant topoizomerazės I veikimą sukeliami vietiniai DNR grandinės trūkiai. Taip veikia daktomicinas ir mitramicinas.

Prieš pradėdamos reaguoti su DNR, alkilinančios medžiagos turi įveikti ląstelės membraną, citoplazmą ir branduolio membraną, todėl jų veiksmingumas priklauso nuo to, prie kokios molekulės yra prisijungęs alkilinantis komponentas. Šį komponentą ,,pernešti“ gali tik medžiagos, kurios kaupiasi išskirtinai navikinėse ląstelėse, reaguodamos su ląstelės paviršiuje esančiais receptoriais, arba turinčios padidėjusį sugebėjimą pereiti ląstelės membraną, arba tos, kurios įtraukiamos į navikinės ląstelės metabolinis procesus greičiau ir dažniau negu į sveikų ląstelių atitinkamus procesus.

DNR pažeidimą dėl alkilinančio citostatikų poveikio sukelia chloretilaminai (pvz., ciklofosfamidas, ifosfamidas, melfalanas, chlorambucilas), nitrozoureos dariniai (pvz., karmustinas) .[3]
Antimetabolitai - blokuoja fermentų veikimą toje ląstelės fazėje, kurioje vyksta DNR sintezė. Dėl to susiformuoja netaisyklingos DNR grandinės, sulėtėja ląstelės augimas ar inicijuojama apoptozė.

Kiti antimetabolitai slopina fermentus, kurie reikalingi būtinų junginių sintezei. Dėl šių veikimo mechanizmų antimetabolitai yra veiksmingiausi, kai navikinės ląstelės yra S fazėje ir mažai veiksmingi, kai ląstelės yra G0 fazėje.

Šių vaistų veiksmingiausias poveikis navikams, turintiems didelę augimo frakciją.

Antimetabolitai neturi linijinės dozės-atsako kreivės, t.y, po to tam tikros dozės daugiau ląstelių negali žūti, nors dozės ir bus didesnės.

Šiai vaistų grupei priklauso: metotreksatas, merkaptopurinas, fludarabinas, capectabinum, fluoruracilas (5-FU), gemcitabinas, tegafuras, hidroksiurea.

Natūralios medžiagos

· Antibiotikai

· Antraciklinai

· Epipodofilotoksinai

· Antimikrotubulinai

· Taksanai

· Vinka alkaloidai

· Kiti

Kamptotecino analogai

Antibiotikai – šie vaistai gaunami iš mikroorganizmų. Vieni jų sąveikauja su DNR per interkaliaciją – reakciją, kurio metu vaistai įsiterpia tarp DNR bazių porų, kiti yra fermento topoizomerazės slopikliai, pasižymintys antimikoziniu efektu ir pažeidžiantys ląstelių membranas. Dauguma vartojamų antibiotikų yra ląstelės ciklui nespecifiniai preparatai.

Antraciklinai – slopina fermento topoizomerazės aktyvumą, sudarydami kompleksus su fermentu ir DNR. Topoizomerazės yra klasė fermentų, kurie atlieka svarbų vaidmenį išvyniojant dvigubai DNR grandinei. Vėliau vyksta DNR reparacija, replikacija ir transkripcija.

Svarbiausias nepageidaujamas poveikis, būdingas šios vaistų klasės preparatams, yra kardiotoksiškumas. Tie patys laisvieji radikalai, kurie sukelia vėžines ląstelės DNR pažaidas, gali pažeisti ir širdies raumenį.

Epipodofilotoksinai – etopozidas ir tenopozidas yra topoizomerazės II slopikliai. Šie vaistai formuoja stabilų kompleksą, prisijungdami prie DNR ir topoizomerazės, dėl to pažeidžiama DNR ir sutrikdoma replikacija ir transkripcija. Jie išskiriami iš May Apple augalo ir mandragoros medžio šaknų, veikia ląstelės S ir G2 fazėse. Etopozidas yra pusiau sintetinis epipodofilotoksinas, išskirtas iš Podophyllum peltatum šaknų .[17]
Antimikrotubulinai – taksanai yra specifiniai M fazei. Jie pasižymi dideliu giminingumu mikrotubulėms ir slopina normalią jų funkcija. Kitaip nei augaliniai alkaloidai, kurie išardo mikrotubules, taksanai skatina mikrotubulių susidarymą, stabilizuoja tubulino polimerus, dėl to susiformuoja nefunkcionuojančios mikrotubulės, ląstelė blokuoja mitozės fazėje. Šie junginiai buvo išskirti iš trumpaspyglio kukmedžio Taxus brevifolia.

Vinka alkaloidai – nustatyta, kad rausvosios žiemės (Vinca rosea) augalo lapų  ekstraktas naikina leukemines ląsteles. Iš šio augalo pagaminti vaistai vinkristinas, vinblastinas ir vinorelbinas. Jų dėka slopinamas mikrotubulių formavimasis, stabdomas naviko metastazavimas. Šis vaistai veikia navikines ląsteles, esančias M fazėje.

Kamptotekano analogai – šie vaistai slopina topoizomerazės I ir sutrikdo DNR replikacijos elongacijos fazę. Šių preparatų šaltinis yra natūralus alkaloidas, randamas Kinijos medžio Camptotheca accuminata (vadinamas ,,laimingu medžiu“) žievėje ir medienoje. Šie vaistai naudojami gydyti daugeliui solidinių ir hematologinių navikų. [3,12]
2.4.4 Hormonoterapija
Abliacinė HT – hormonų gamybos naikinimas:

· Chirurginė, spindulinė;

· Medikamentinė (LHRH analogai)

Gydymas hormonų antagonistais:

· Hormonų receptorių blokavimas

· Antiandrogenai (steroidai, nesteroidai)

· Antiestrogenai (steroidai, nesteroidai).

Hormonų sintezės slopikliai:

· Aromatozės inhibitoriai (steroidiniai, nesteroidiniai, selektyvūs, neselektyvūs)
· Gestagenai.
Krūties vėžio gydymas:

· Liuteinizuojatį hormoną atpalaiduojančio hormono (LHAH) analogai

· Estrogenų antagonistai

· Aromatazės inhibitoriai

Antiestrogenai – tamoksifenas, nesteroidinis trifeniletileno darinys, pasižymintis ir estrogeniniu, ir antiestrogeninių veikimu. Susijungdamas su krūties vėžio ląstelių estrogenų receptoriais, veikia antagonistiškai estrogenams, sustabdo vėžinių ląstelių vystymąsi G1 fazėje ir tuo pačiu sutrigdo jų proliferaciją ir naviko augimą. [23]
Aromatazės inhibitoriai. Pomenopauzės periodu moterų kiaušidės neišskiria estrogenų. Cirkuliuojantys androgenai, daugiausia androstendionas, kurie sintetinami antinkščiuose ir mažiau – kiaušidėse, dėl aromatizacijos reakcijos paverčiami estrogenais riebaliniame audinyje, raumenyse, kepenyse ir smegenyse. Estrogenų sintezė vyksta ir sveikame, ir naviko pažeistame krūties audinyje. Apie du trečdalius krūties navikų turi aromatazės fermento, todėl ir vyksta estrogenų sintezė in situ, o tai skatina tolesnį krūties naviko augimą. Kai aromatozės fermentas slopinamas, androgenai nevirsta estrogenais, mažėja estrogenų kiekis ir audiniuose, ir plazmoje, tuo pačiu sutrikdomas naviko audinio proliferacija.

Aromatatazės inhibiroriai skirstomi į dvi klases:

I tipo – nekonkuruojantys, steroidiniai dariniai.

II tipo – konkuruojantys, gali būti steroidiniai, ir nesteroidiniai

Nekonkuruojantys aromatazės inhibitoriai susijungia su fermentu aromataze nenutraukiamą kovalentinę jungtį, dėl to fermento aktyvumas užblokuojamas visam laikui.

Konkuruojantys aromatazės inhibitoriai susijungia su fermentu laikinai, t.y. tik inaktyvuoja jį dėl to dar vadinami aromatazės inaktyvatoriais.

Aromatazės inhibitoriai gali būti vartojami tik pomenopauzės periodu. [12,23]
2.4.5 Imunoterapija
Sąlygiškai naujas vėžio gydymo būdas yra imunoterapija, dar vadinama biologine terapija, bioterapija arba biologinį atsaką modifikuojančia terapija.

Imunoterapijoje naudojami įvairūs metodai ir vaistai siekiant valdyti imuninę organizmo sistemą. Tai sukuria priešišką aplinką vėžio ląstelėms formuotis ar augti organizme.

Imunoterapija gali būti:

· Aktyvioji – sukelia vėžiu sergančio paciento organizmo imuninį atsaką, kad jo organizmas pats galėtų kovoti su liga.

· Pasyviosios imunoterapijos atveju pacientui leidžiamos imuninės molekulės, kurių jo organizmas negamina.

Abu metodai gali būti specifiniai ir nespecifiniai.
Nespecifinėje aktyviojoje imunoterapijoje naudojami preparatai, kurie sukelia bendrą imuninį atsaką, aktyvinantį platų imuninių ląstelių spektrą. Šiuo metodu labiau siekiama sukelti bendrą imuninį atsaką, negu skatinti atsiradimą selektyvių elementų, kovojančių su piktybiniais navikais. Naudojami interferonai ir interleukinai, BCG vakcina. [17]
Specifinė pasyvioji imunoterapija – čia priklauso gydymas monokloniniais antikūnais.

Vakcinos: peptidų, DNR, antikūnų indukuotos polivalentinės, dendritinių ląstelių, įvairių antigenų.
Imunoterapiniai preparatai:

· Interferonai

· Interleukinas 2

· BCŽ

· Vakcinos

Interferonai – šios medžiagos padidina ląstelės naikinantį imuninės sistemos aktyvumą, dėl to navikinės ląstelės tampa labiau pažeidžiamos imuniniam atsakui, nes padidėja antigeniškumas ir blokuojamas naujų kraujagyslių formavimasis navike. Interferonai sulėtina naviko ląstelių replikaciją, slopindami DNR ir baltymų sintezę. Piktybiniams navikams gydyti naudojami alfa interferonai. Jie naudojami gydant inkstų karcinomą, melanomą, hematologinius navikus.

Interleukinai – interleukinas (IL) 2 padidina limfocitų, ypač T kilerių, aktyvumą. Rekombinantinis IL 2 naudojamas inkstų vėžiui gydyti ir tiriamas dėl panaudojimo kitoms ligoms gydyti.

BCŽ – imuninis atsakas į tuberkuliozę gali sukelti tam tikrų tipų piktybinių navikų regresiją (pvz., šlapimo pūslės vėžio).

Vakcinos – tai imunoterapijos rūšis, kuri padeda stimuliuoti paciento imuninę sistemą atsakui į naviko antigenus. Dauguma vėžio vakcinų vis dar yra eksperimentinės.

Vėžio vakcinų rūšys: peptidų, DNR, antikūnų indukuotos polivalentinės, dendritinių ląstelių, įvairių antigenų vakcinos. [16,22]
2.4.6 Biologinė terapija

Tai naujas navikų gydymo vaistais būdas. Specifiškai veikia navikinių ląstelių augimą bei proliferaciją. Turi konkrečius navikinėse ląstelėse esančius taikinius. Mažesnis toksiškumas nei chemoterapijoje.

Biologinės taikinių terapijos preparatai:

· Signalo ląstelėje perdavimo slopintojai:

· Monokloniniai antikūnai (Herceptin, Erbitux)

· Mažosios molekulės – tirozinkinazės inhibitoriai (Tarceva, Glivec, Nexavar, Sutent, Tyverb)

· Angiogenėzės slopintojai (Avastin)

· Proteosomų inhibitoriai

· mTor inhibitoriai

· Proteinkinazės c inhibitoriai ir kiti.(......) [12]
2.5 Chemoterapjos poveikis organizmui

Pagrindinė indikacija chemoterapijai - piktybiniai navikai, kraujo bei limfinės sistemos piktybiniai procesai. Chemoterapija taikoma ribotai, kai navikas labai išplitęs ar progresuoja gydymo fone, vyksta naviko griuvimas, yra ryškūs kraujo formulės pakitimai (leukopenija, trombocitopenija, anemija), kacheksija, prasideda interkurentinės ligos, sepsis, ligonis karščiuoja.

Praktikoje vartojami citostatikai sukelia nepageidaujamų toksinių reiškinių, kurie gydymo metu, taip pat jį užbaigus dažnai pablogina bendrą ligonio būklę. Dažniausiai citostatikų toksinis poveikis pasireiškia virškinimo trakto pažeidimais (pykinimu, vėmimu, viduriavimu), kraujodaros, inkstų ir širdies ir kraujagyslių sistemos pažeidimais ir funkcijos sutrikimais. Virškinimo trakto gleivinę dažniausiai toksiškai pažeidžia chloretilaminų ir platinos grupių preparatai; kraujodarą - beveik visi citostatikai; širdį - antraciklinų grupės priešnavikiniai citostatikai; inkstus - platinos preparatai. Pykinimas, vėmimas - tai dažniausi reiškiniai, varginantys chemoterapinius preparatus vartojančius ligonius.  Pastaruoju metu didelėmis mokslininkų pastangomis, jau sukurti vaistai, kurie padeda išvengti arba gerokai sumažinti citostatikų sukeliamų toksinių reiškinių skaičių ir jų intensyvumą.

Vėlyvasis kardiotoksiškas poveikis - būdinga kardiomiopatija, kuri kliniškai pasireiškia skilvelių disfunkcijos ar stazinio širdies nepakankamumo simptomais ar požymiais: dusuliu, plaučių edema, apatinių kūno dalių (pvz., kulkšnių) edema, kepenų padidėjimu, ascitu, pleuros efuzija, galopo ritmu. Bet kuris papildomas kardiotoksiško poveikio rizikos veiksnys (pvz., aktyvi ar latentinė širdies ir kraujagyslių sistemos liga, anksčiau taikyta radioterapija tarpuplaučio srityje, kitų kardiotoksiškų vaistų vartojimas anksčiau ar kartu) gali išprovokuoti idarubicino kardiotoksišką poveikį. [4]
Dažnai dėl chemoterapijos pacientai nuplinka (alopecija), nustoja augti barzda. Šis šalutinis poveikis paprastai būna grįžtamojo pobūdžio: baigus gydyti, visi plaukai atauga per 2-3 mėn.

Apie 20-30 proc. atvejų padidėjo kepenų fermentų aktyvumas ir bilirubino koncentracija serume. Be to, gali pasireikšti hiperurikemija, kuri yra ekstensyvaus purinų katabolizmo, vykstančio vaistui sukėlus greitą ląstelių irimą, pasekmė (“naviko irimo sindromas”). Hiperurikemijos sukeliamų nepageidaujamų poveikių išvengti ar juos palengvinti gali padėti hidratacija, šlapimo šarminimas ir alopurinolis. Be to, vartojant šį vaistą, gali parausti veidas dėl kraujo priplūdimo, išberti odą, padidėti anksčiau švitintos odos jautrumas (“radiacijos atsinaujinimo reakcija”).

Citostatikų toksinio poveikio kraujodarai sumažinti sukurti hemopoetinai: leukomaksas - filgrastimas (G-KSF) ir kiti .

Lietuvos onkologijos centro imunoterapeutai onkologinių ligonių gydymui pradėjo taikyti citostatikų ir citokinų derinius, skirdami šiuolaikinius imunomoduliatorius: a-interferoną ir interleukiną-2.

Ilgą laiką nedidelio laipsnio anemijai, kurią patiria daugelis onkologinių ligonių, nebuvo skiriama reikiamo dėmesio, nes manyta, kad ji neturi esminės įtakos šių ligonių gydymo rezultatams. Tačiau pastaraisiais metais nustatyta, kad yra tiesioginė priklausomybė tarp hemoglobino (Hb) lygio ir gydymo efektyvumo, ligonių išgyvenamumo ir jų gyvenimo kokybės. Anemija nustatoma 10-40% onkologinių ligonių. Tai viena dažniausiai pasitaikančių chemospindulinio gydymo ir ligos progresavimo komplikacijų. Po chemospindulinio gydymo anemija pasireiškia 50-60% ligonių. Net ir nedidelio laipsnio anemija, kuri sergant kitomis ligomis neturi didesnės įtakos ligos eigai ir gydymo rezultatams, onkologinių ligų atvejų svarbia klinikine problema, lemiančia ligonio mirties ar gyvybės klausimą.

Dalis klinikinėje praktikoje naudojamų chemopreparatų gali sukelti ūmų inkstų nepakankamumą, susijusį su medikamentiniu kraujagyslių endotelio pažeidimu. [1,18, 25, 26]
2.6  Leukocitinės formulės sudėtis ir jos pokyčiai

Hematologija – tai mokslas apie kraują, kraujodaros organus, kraujo ir kraujodaros organų patologiją. Kraujas – viena svarbiausių vidinių terpės dalių, sudarytas iš plazmos ir kraujo elementų. Labai svarbi kraujo savybė – tai tam tikrų fizinių savybių ir cheminės sudėties pastovumas. Hematologija dažniausiai grindžiama ne tik automatine kraujo forminių elementų analize, bet ir morfologiniu–mikroskopiniu kraujo, kaulų čiulpų, limfinių mazgų – įvertinimu, todėl neretai hematologijos rezultatų tikslumas priklauso nuo tyrimą atliekančio gydytojo morfologo profesinių įgūdžių. Bendro kraujo tyrimo hematologiniai rodikliai leidžia susidaryti preliminarų vaizdą apie galimus minėtųjų rodiklių (leukocitų, limfocitų, granulocitų, trombocitų) pokyčius.

Leukocitinė formulė (leukograma) - tai periferiniame kraujyje esančių leukocitų formų tarpusavio santykis, išreikštas procentais. Kraujo tepinėliai pradėti dažyti ir vertinti – XIX a. Periferinio kraujo leukocitai skirstomi į  penkias grupes: neutrofilai, eozinofilai, bazofilai, limfocitai ir monocitai. Taip pat į grūdėtuosius (granuliocitai), kurie pagal grūdelių specifiškumą būna neutrofiliniai (jiems priklauso neutrofilų lazdelės ir segmentuotieji neutrofilai), eozinofiliniai ir bazofiliniai, ir negrūdėtuosius (agranulocitai), jiems priklauso limfocitai ir monocitai. [16]
Neutrofilas – yra 10-13 μ skersmens.didesnę ląstelės dalį sudaro citoplazma. Neutrofilinio segmentuoto granuliocito citoplazma yra rožinės spalvos, su smulkiais violetiniais grūdeliais. Jo branduolys suskilęs į 2-4 segmentus.

Neutrofilai – jie sudaro didžiausią leukocitų dalį. Tai diferencijuotos ląstelės, atliekančios apsauginę funkciją. Neutrofilai labai judrūs, jie naikina į organizmą patekusius svetimkūnius ir mikrobus. Jie kaupiasi uždegimo vietose, atlikę savo darbą žūva ir kartu su audinių irimo dalelėmis sudaro pūlius. Žūdami neutrofilai išskiria tam tikras medžiagas vadinamas pirogenais. Pirogenai dirgina termoreguliacijos centrus, todėl prasideda karščiavimas. Pakilusi temperatūra – tai tam tikra prasme teigiamas reiškinys, nes aukštoje temperatūroje suaktyvėja leukocitų judėjimas, slopinami kai kurie virusai. [6,16] 
PATOLOGIJA: Neutropenija – tai liga ir sindromas, kai periferiniame kraujyje visą laiką yra sumažėjęs neutrofilų kiekis arba jų visai nerandama.

Neutrofilija – neutrofilų pagausėjimas. Ši patologija dažniausiai būna kartu su leukocitoze.

Neutrofilija ir lazdelinių, metamielocitų bei mielocitų pagausėjimas periferiniame kraujyje vadinamas leukogramos neutrofilų branduolių poslinkiu į kairę. Norint teisingai įvertinti ligonio kraujo tyrimą be kiekybinio neutrofilinių leukocitų poslinkio, taip pat vertinami neutrofilinių leukocitų degeneraciniai pakitimai, tokie kaip piknozė arba segmentuoti branduoliai, citoplazmos toksinis grūdėtumas, vakuolizacija. [9]
Eozinofilas - truputį stambesnis už neutrofilą (12-15μ skersmens). Jo branduolys dažniausiai suskilęs į 2 segmentus. Citoplazma rožinė, joje daug oranžinės spalvos grudelių.

Eozinofilai – taip pat labai judrūs, sugeba fagocituoti, bet ne taip gerai kaip neutrofilai. Jie pagrindinę funkciją atlieka ne kraujyje, o audiniuose. Šios ląstelės dalyvauja alerginėse organizmo reakcijose. Jų kraujyje padaugėja sergant alerginėmis ligomis (bronchine astma, šienlige ir kitomis), kai kuriomis odos ligomis, užsikrėtus parazitais (žarnyne atsiradus parazitinių kirmėlių).

PATOLOGIJA: Eozinopenija – tai eozinofilų kiekio sumažėjimas arba išnykimas. Įrodyti eozinopeniją skaičiuojant leukogramą mikroskopu negalima, nes skaičiuojant 100 ląstelių tepinėlyje, eozinofilų galima ir nerasti.

Eozinofilija – nenormalus eozinofilų pagausėjimas kraujyje. Jų atsiradimo vaidmuo periferijoje gali būti dėl alerginės reakcijos (pvz.: medikamentinė eozinofilina), antihelmintinio citotoksinio efekto, imunodeficitinės ligos, endokrininės ligos, kraujo ligos po splenektomijos ir kt. [6,9] 
Bazofilas – mažesnis (8-10 μ) už neutrofilą. Jo branduolys dažniausiai susideda iš 3 segmentų. Citoplazma melsva, joje daug tamsiai violetinės spalvos grūdelių. Kartais grūdeliai gula ant branduolio, todėl jo struktūra neįžiūrima.

Bazofilai – pasižymi alerginėse uždegiminėse reakcijose, pasižymi prieškrešuminėmis ypatybėmis, nes savo granulėse turi heparino ir histamino. Jų kraujyje yra nedaug (0,1%), padaugėja alerginių reakcijų metu.

PATOLOGIJA: Bazofilija atsiranda retai. Dažnai bazofilų kiekis padidėja kartu esant kitai patologijai, pvz.: virškinamojo trakto opos ir uždegimams, sepsiui, limfogranulomatozėms, lėtinei mieloleukemijai, esant lėtinei hemolizinei anemijai.

Sumažėti gali prie ūmios infekcijos, streso. [9,16] 
Limfocitas – yra 7-12 μ skersmens. Jo branduolys apvalus, kompaktiškas, tamsiai violetinis. Branduolėlių nėra. Citoplazmos nedaug, ji melsvos spalvos. Apie branduolį gali būti ir perinuklearinė.

Limfocitai – tai ląstelės nulemiančios imunines organizmo reakcijas. Periferiniame kraujyje cirkuliuojantys limfocitai nesiskiria morfologiškai, nors sudaro dvi sistemas, kurios atlieka skirtingas funkcijas. Skiriami T ir B limfocitai. T limfocitų yra daugiau, jie patenka į audinius, kur, kaip ir neutrofilai, faguocituoja svetimkūnius ir bakterijas. T limfocitai taip pat svarbūs kovoje su virusais. B limfocitai sutikę svetimkūnį virsta plazminėmis ląstelėmis, kurios gamina antikūnus. [25] 
PATOLOGIJA: Periferiniame kraujo tepinėlyje galima rasti nepilnai subrendusių limfocitų – limfoblastų (ir tai gali būti svarbu diagnozuojant ligą), ko mums neparodytų hematologinis analizatorius.

Sezary ląstelės – tai viena limfominių limfocitų formų. Normaliai kraujyje mes jų nematome, tačiau jos patenka į jį dažniausiai iš navikinių mazgų odoje. Bet šie limfocitai retai būna gausūs kraujo tepinėlyje. Jie turi daug citoplazmos, gali būti įdubę arba įskeltu branduoliu. [16] 
Prolimfocitai atsiranda, jei yra lėtinė proliferacinė leukemija. Morfologiškai prolimfocitas skiriasi nuo limfocito tuo, kad jo branduolyje galima įžiūrėti branduolėlį, ląstelė didesnė, turi platesnį citoplazminį ruožą, nėra jokių intracitoplazminių intarpų. [14] 
Monocitas – ląstelė stambi, 15-22 μ didumo, apvali.branduolys didelis, užima beveik visą ląstelę, sudarytas iš švelnaus chromatino ir 1branduolėlio. Citoplazmos nedaug, tik siauras ruoželis, ji dažosi mėlyna spalva.

Monocitai – tai patys didžiausi leukocitai, kurie kaip ir neutrofilai, atlieka apsauginę organizmo funkciją. Jie iš kraujo patekę į audinius virsta makrofagais ir imasi darbo – fagocituoja bakterijas, suirusių audinių ir navikų daleles, toksines medžiagas, dalyvauja imuninėse reakcijose.

PATOLOGIJA: Monocitozė – monocitų pagausėjimas. Apie ligos aktyvumą ir progresavimą liudija monocitozė, limfopenija ir neutroflija su leukogramos poslinkiu į kairę.

Monocitopenija – sumažėjimas arba jų išnykimas. Esant sunkiems sepsiniams procesams, monocitų išnykimas yra blogas požymis. Tai gali būti sergant leukoze, sunkia TB forma (RES slopinimas).

Mononuklearai atsiranda esant infekcinėms ir virusinėms ligoms. [9] 
Leukocitų formulė ir normoje svyruoja priklausomai nuo paros ir maitinimosi režimo. Įvairių ligų atvejais atskirų leukocitų rūšių skaičius didėja arba mažėja, kinta tarpusavio santykis. Tai labai svarbu diagnostikai ir prognozei. [6,9,22]
Sveikų žmonių leukocitų ir leukocitinės formulės normalūs dydžiai pateikti 1 lentelėje.

1 lentelė. Sveikų žmonių periferinio kraujo, leukocitų ir leukogramos sudėties normalūs dydžiai.                                              
	Leukocitai
	4*109 – 9*109/l

	Neutrofilai
	2*109 – 5,5*109/l arba 45 - 70%

	Eozinofilai
	0 – 0,3*109/l arba 0 –5 %

	Bazofilai
	0 – 0,06*109/l arba 0 - 1%

	Limfocitai
	1,2 – 3,0*109/l arba 18 - 40%

	Monocitai
	0,09*109 – 0,6*109/l arba 2 - 9%


Pastaba: Zaleckis G. Pagrindinių laboratorinių tyrimų žinynas. Vilnius, 2003.

Degeneraciniai leukocitų pakitimai

Leukocitai degeneruoja, kai ląstelėje atsiranda įvairių endogeninės ir egzogeninės kilmės medžiagų. Tokia ląstelė pakinta, neatlieka savo normalių funkcijų.

Neutrofilų toksinis grūdėtumas atsiranda pakitus citoplazmos baltymų struktūrai. Neutrofilų toksinis grūdėtumas rodo, jog ligonio būklė sunki. Ji būdinga intoksikacijai, sunkiam plaučių uždegimui, pūlinėms sepsinėms ligoms.

Branduolių hipersegmentacija. Prie kai kurių ligų gali padaugėti branduolių segmentų (iki 6-7 ir daugiau) ir padidėti pati ląstelė. Tokie hipersegmentuoti neutrofilai yra piktybinės mažakraujystės, spindulinės ligos, uremijos, sunkių intoksikacijų požymis.

Chromatolizė – tai branduolio chromatino ištirpimas. Ištirpus chromatinui, branduolys netenka savo formos, atrodo kaip iširęs arba lieka tik jo šešėlis.

Branduolių fragmentozė – tai toks reiškinys, kai nuo branduolio atsidalija tam tikros dalelės, sujungtos chromatino siūlais.

Karioreksis – tai branduolio skilimas į atskiras nejungtas daleles.

Branduolių piknozė – branduolio bazichromatino sutankėjimas. Branduolys sumažėja, lieka tamsus, bestruktūris, sumažėja pati ląstelė.

Citolizė – ląstelių irimas. Ištirpsta citoplazma, branduolys praranda savo įprastinę struktūrą ir formą.

Vakuolizacija. Šis pakitimas dažniausiai būna citoplazmos, rečiau branduolių. Jis atsiranda dėl toksinų poveikio susidarius riebalinei degeneracijai.

Visi išvardinti leukocitų degeneraciniai pokyčiai gali atsirasti dėl didelės organizmo intoksikacijos, sepsio, pūlinių, uždegiminių ligų, taip pat dėl spindulių ir chemoterapijos poveikio.

,,Plaukuotosios ląstelės” randamos sergant ,, plaukuotų ląstelių” leukemija. Šias ląsteles sunku identifikuoti. Ląstelės gali būti kiek jaunesnės nei įprastos, branduoliuose randama branduolėlių liekanų, kartais net primenančių blastų morfologinius požymius. Taip pat ne visada matosi aiškūs mikrosiūleliai.

Pelgerio anomalija – šiai ligai būdinga neįprasta neutrofilų branduolio segmentacija. Šių ląstelių branduolys yra lazdelės, pupos, rutulio ir kitokios formos, bet būna ne daugiau kaip du segmentai.

Chediak – Higashi ligai būdingas hematologinis požymis – gigantinės granulės neutrofilų citoplazmoje. [6,14,16,24] 
Promielocitai randami tik tada, kai leukocitų formulė ryškiai nukrypusi į kairę – leukemijų ir leukemoidinių reakcijų metu. Šių ląstelių normoje nerandama. [16] 
Sveiko žmogaus kraujyje promonocitų nerandama, juos galima stebėti sergant leukemijomis, tačiau galima vertinti tik apytikriai. Jų padidėjimą galima įvertinti tik netiesiogiai, radus daug kitų monocitinės eilės elementų. [13] 
2.7  Kraujas. Kraujo paėmimo taisyklės

Kraujas – skystas judrus organizmo audinys, kuris susideda iš skystosios tarpląstelinės medžiagos – kraujo plazmos, sudarančios 55 - 58% viso kraujo tūrio, ir forminių elementų – eritrocitų, leukocitų ir trombocitų, kurie sudaro likusius 42 - 45% kraujo. Suaugusių moterų periferiniame kraujyje cirkuliuoja apie 4,1 – 5,1x1012 l eritrocitų, suaugusių vyrų kraujyje - apie  4,5 - 5,9x1012 l eritrocitų, 4,0 – 10,0x109l leukocitų ir 130 – 400x1011l trombocitų.

Laisvai praeidamas pro smulkiausių kapiliarų sieneles, jis palaiko organų ir sistemų gyvybingumą. Forminiai elementai ir plazma atlieka įvairias funkcijas:

· aprūpina audinius ir organus deguonimi bei maisto medžiagomis,

· pašalina iš jų anglies dioksidą,

· reguliuoja hormonų kiekį organizme,

· pašalina galutinius medžiagų apykaitos produktus,

· saugo organizmą nuo infekcinių ligų,

· krešėjimu stabdo kraujavimą.

Sveiko žmogaus kraujo sudėtis beveik nekinta. Ji priklauso nuo  kraujodaros intensyvumą reguliuojančių mechanizmų, kurie palaiko proliferacijos ir diferenciacijos procesų stabilumą.[1,15] 
Laboratoriniai rodikliai skiriasi nuo medicininės informacijos, kurią apie ligą siekia sužinoti gydytojas. Daugelio instrumentinių tyrimų (echoskopijos, EKG, rentgeno tyrimas, endoskopijos) išvados paprastai patenka pas gydantį gydytoją jau aprašyti ir interpretuoti, tačiau laboratorinius rodiklius visada turi interpretuoti tyrimą paskyręs gydytojas. Jis ne tik pats turi nuspręsti, kuriuos iš laboratorinių tyrimų tikslinga atlikti konkrečiu atveju, jo kompetencijoje yra sprendimų, interpretacijos ir tolesnio gydymo plano sudarymas. Dažnai vieno laboratorinio rodiklio rezultatas paskatina atlikti kitus tyrimus. Dažnai lemiamos klinikines reikšmes turi ne pati norma, bet rodiklio pokytis per tam tikrą laiko tarpą. [19]
Laboratorinius tyrimus paskiria gydytojas, kuris išrašo siuntimą jiems atlikti. Ant siuntimo turi būti tiksliai ir aiškiai užrašomas ligonio vardas, pavardė, gimimo metai, skyrius, ligos istorijos ar ambulatorinės kortelės numeris, diagnozė. Turi būti gydytojo parašas ir antspaudas, taip pat pažymėta kokias analizes reikia atlikti. Pacientas turi būti įspėtas, kad prieš kraujo paėmimą nevartotų jokių medikamentų (nebent tai gyvybiškai reikalinga) ir butų nevalgęs.

Pas laborantą ar slaugytoją atėjęs ir pateikęs paskyrimo formą pacientas yra paruošiamas procedūrai (paruošiamos reikalingos priemonės kraujo paėmimui). Laborantas, paskyrimo formoje parašo kraujo paėmimo laiką ir paciento kūno padėtį procedūros metu.

Vakuuminės sistemos paruošiamos darbui – ant jų, aiškiomis raidėmis, užrašomas paciento vardas, pavardė, data, paėmimo laikas.

Hematologiniam tyrimui tinka veninis ir kapiliarinis kraujas. Kraują reikia imti greitai, kad nesukrešėtų.

Kapiliarinis kraujas imamas tada, kai reikia nedidelio kiekio, pvz.: vaikams. Dažniausiai kraujas imamas iš kairės rankos IV – to piršto, bet galima ir iš bet kurio kito piršto. Jei pirštų oda labai stora, kraują galima imti iš ausies spenelio. Naujagimiams kapiliarinis kraujas imamas iš kulniuko, kad išvengti kaulų pažeidimo.[1] 
Kapiliarinio kraujo paėmimo taisyklės:[1, 2] 
· adatos dūrio vieta valoma 70 - 80% etanolio tirpalu;

· laborantas lengvai suspaudžia paciento pirštą ir duria. Durti reikia drąsiai vienu smūgiu;

· dūrio vieta nusausinama steriliu tamponu ar servetėle, nes  alkoholio likučiai gali sukelti hemolizę. Tamponai ar servetėlės turi būti iš nesipešiojančios medžiagos, nes kitokia medžiaga gali užkimšti hematologinio analizatoriaus matavimo kameras. Pirmas kraujo lašas visada turi būti  nuvalomas steriliu tamponu, nes jis labiausiai užterštas audinių skysčiais;

· tyrimui pradedama imti nuo 2 – jo kraujo lašo, kuris susidaro nuvalius 1 – jį (jei gerai pradurtas pirštas);

· imant kraujo tyrimą leidžiama lengvai spaudyti aukščiau  įdurtos vietos;

· tekantis kraujas surenkamas į kraujo surinkimo sistemą liečiant kapiliaro galą prie tekančio kraujo;

· paėmus pakankamą kiekį kraujo, mikrovetė uždaroma ir gerai sumaišoma su antikoaguliantu, vartant ne mažiau kaip 10 kartų ( jokiu būdu neplakti);

· kai kraujas paimtas, dūrimo vieta nuvaloma steriliu tamponu ar servetėle, po to pridedamas tamponas suvilgytas 70 - 80% etanoliu.

Veninis kraujas imamas į vakuumines kraujo paėmimo sistemas. Kraujo negalima imti švirkštu, ir vėliau perpilti į vakuuminį mėgintuvėlį. Duomenys  bus netikslūs atliekant tyrimą tiek hematologiniu analizatoriumi, tiek mikroskopiniu būdu, nes kraujas adata stumiamas jėga:

· vyksta eritrocitų irimas – hemolizė;

· traumuojama forminių elementų struktūra.

Veninio kraujo paėmimo taisyklės: [2] 
· pasirenkama tinkama vena;

· užveržiama timpa (jei norima paimti kraują nenaudojant timpos – paviršinės venos ryškios suspaudus kumštį);

· oda dezinfekuojama 80% etanolio tirpalu;

· adata įstatoma į mėgintuvėlio laikiklį, nuimamas apsauginis adatos dėklas,

· atliekama venos punkcija;

· adatos kryptis – į viršų 150 kampu;

· kaire ranka fiksuojamas mėgintuvėlio laikiklis su adata, į mėgintuvėlio laikiklį iki galo įstumiamas vakuuminis mėgintuvėlis, kad viduje esanti adata pradurtų  mėgintuvėlio kamštelį;

· pasirodžius pirmiesiems kraujo lašams, timpa atleidžiama;

· pripildytas iki kiekio žymos mėgintuvėlis ištraukiamas iš laikiklio ir, jeigu jame yra antikoagulianto, keletą kartų pavartomas tarp pirštų, kad kraujas  susimaišytų;

· adatos dūrio vietoje, kur įdurta adata, pridedamas sterilus tamponas ar

· servetėlė ir ją prispaudus ištraukiama adata;

· iš venos pašalinta adata metama į specialų konteinerį.

KLAIDOS, DAROMOS IMANT KRAUJĄ:

kraujo nepatartina imti po kokių nors invazinių procedūrų (ultragarsinių ir kitų punkcijų ir pan.);

nenuvalomas spirituotas plotas ir pirmas kraujo lašas;

pasirodžius pirmajam kraujo lašui nenuimama timpa;

negalima imant bandinius vakuumine bandinių sistema prieš laiką ištraukti nepilnai prisipildžiusį mėgintuvėlį (nutraukiama vakuuminė sistema);

neleistina atidaryti vakuuminės sistemos dangtelio ir kraują per adatą lašinti į mėgintuvėlį;

kraujas nesumaišomas su antikoaguliantu. [2,10]
2.8 Hematologiniai analizatoriai

Dauguma  Lietuvos didmiesčių ir rajonų sveikatos priežiūros įstaigų šiandien jau nebeatlieka kraujo tyrimų įprastais klasikiniais metodais. Įsigyjama vis daugiau įvairaus pajėgumo, automatinių arba pusiau automatinių kraujo analizatorių.

Hematologiniai tyrimai atliekami vis plačiau taikomais hematologiniais analizatoriais.

Hematologiniai analizatoriai veikia pagal:

elektroninės varžos veikimo principą – forminiai elementai patekę į matavimo kameras skirstomi pagal elektroninio impulso dydį, Von Behrens didelės skiriamosios gebos daviklis, apsaugantis nuo ląstelių recirkuliacijos, taip išvengiama pakartotinio tos pačios ląstelės suskaičiavimo;

lazerinės optikos veikimo principą – atpažįsta kraujo forminius elementus (jų dydį, formą, ląstelių intarpus, vakuoles, granules, branduolių skiltėtumą). Kompiuterio pagalba išanalizuojamos kraujo ląstelių šviesos barstymo charakteristikos. Ląstelės viena paskui kitą patenka į siaurą kapiliarą ir išsklaidomos lazerio šviesa;

Hematologiniai analizatoriai leukogramos atžvilgiu skirstomi į tris klases:

1. analizatoriai be leukogramos;

2. analizatoriai su trijų dalių leukogramos rodikliais – pagal šį elektroninį dydį, mažiausi yra limfocitai, po to didėjimo tvarka eina monocitai ir didžiausi – granuliocitai;

3. analizatoriai su penkių dalių leukogramos rodikliais – šioje leukogramoje yra dar dvi papildomos leukocitų klasės: eozinofilai ir bazofilai. [2] 
Šiuolaikinė     technika      siūlo       daug       metodų       leukocitams      skaičiuoti ir  diferencijuoti. Kiekvienas  metodas  turi savų privalumų ir trukumų, todėl visiškai  logiška,  kai   tyrimo  (ypač patologinių pavyzdžių)  rezultatų  tikslumui  padidinti naudojama skirtingų metodų kombinacija, suderinami du metodai, pavyzdžiui lazerinės optikos ir impedanso. Pagal specialus algoritmus išanalizuojami ir palyginami lazerinės optikos ir impedanso tyrimų rezultatai. Tokiu būdu padidėja galimybės tiksliai diferencijuoti leukocitus, o tais atvejais, kai randami nukrypimai nuo normos, tyrimo rezultatų protokole išspausdinami specialūs pranešimai, nurodantys patologijos pobūdį. Tai ypač pravartu tiriant patologinius ir probleminius pavyzdžius.

Hematologiniai analizatoriai, labai palengvina dirbančiųjų laboratorijoje darbą. Taip pat palengvėja kraujo paėmimas tyrimui. Vieni hematologiniai analizatoriai tiria nemažą kiekį veninio kraujo, paimto į vakuumines sistemas, kitiems užtenka nedidelio kiekio kapiliarinio kraujo, paimto į mikrovetes. Įstačius vakuuminę sistemą ar mikrovetę į analizatorių, kraujas automatiškai paimamas specialia adata ir skiedžiamas pačiame aparate.

Su hematologiniais analizatoriais tyrimai atliekami labai greitai. Tai labai svarbu skubiais atvejais. Kai kurie analizatoriai atlieka net 60 – 120 tyrimų per valandą. Įvairių hematologinių analizatorių leukogramos gali keistis atsirandant kraujo patologiniams elementams, jei atsiranda tam tikrose vietose. Pagal šių elementų pobūdį ir jų išsidėstymą diagramoje, gydytojas gali įtarti tam tikrą patologiją, pvz.: sumažėjus bendram leukocitų kiekiui kraujyje, analizatoriaus leukogramoje pikai bus nelabai ryškūs, nes prietaiso grafiniam pavaizdavimui neužtenka ląstelių.

Šis tyrimas bus atliekamas su X klasės hematologiniu analizatoriumi SYSMEX XE-5000.
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1 paveikslas. Hematologinis analizatorius SYSMEX XE-5000.

,,Sysmex XE-5000“ yra automatinis hematologinis analizatorius, skirtas naudoti klinikinėse laboratorijose in vitro diagnostikai.

Analizatoriumi XE-5000 galima tirti ir pateikti 67 parametrų rezultatus.

Baltieji kraujo kūneliai (WBC arba leukocitai), branduolį turintys eritrocitai ir retikuliocitai tiriami optiniu detektoriaus bloku fluorescencinės tėkmės metodu, naudojant puslaidininkį lazerį.

Eritrocitų (RBC) ir trombocitų reikšmės analizuojamos RBC detektoriumi, naudojant hidrodinaminio fokusavimo metodą, pagrįstą fluorescencinės tėkmės metodu.

Hemoglobinas (HGB) tiriamas HGB detektoriumi remiantis SLS hemoglobino nustatymo metodu.

Nesubrendusių ląstelių buvimas analizuojamas IMI detektoriumi remiantis RF/DC nustatymo metodu ir DIFF kanalu, naudojant  fluorescencinės tėkmės citometriją. [8,30]
2.8.1 X klasės analizatorių DIFF, WBC/BASO, IMI, NRBC, RET kanalų matavimo principai

Tėkmės citometrija

Citometrija naudojama ląstelių ir kitų biologinių dalelių fiziologinių ir cheminių savybių analizei:

· Informacijai apie ląstelių dydį ir struktūrą gauti;

· Informacijai apie ląstelės vidinę sandarą gauti (pvz. branduolio dydį)

Tėkmės citometrija naudojama ląstelėms ir dalelėms tirti joms tekant pro labai siaurą matavimo celę (flowcell). Kraujo mėginys įsiurbiamas, paskirstomas, praskiedžiamas nustatytu santykiu ir nudažomas. Tuomet kraujo mėginys paduodamas į matavimo celę. Mėginį apšviečia puslaidininkio lazerio spindulys, o tuomet ląstelės diferencijuojamos, analizuojant trijų rūšių signalus:

· Tiesinės šviesos sklaidą (Forward Scatter arba FSC)

· Šoninės šviesos sklaidą (Side Scatter arba SSC)

· Fluorescencijos aktyvumą (Side Fluorescence arba SFL)

Tiesinės šviesos sklaidos intensyvumas parodo ląstelės dydį, šoninės šviesos sklaida pateikia informaciją apie ląstelės turinį – branduolį, granules. Fluorescencijos aktyvumas (SF) parodo ląstelėje esančių DNR ir RNR kiekį. [11,30]
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2 paveikslas. XE serijos analizatorių optinė sistema

DIFF kanalas

Šiame kanale sufraktantas, esantis reagento „Stromatolyser-4DL“ sudėtyje, lizuoja eritrocitus ir trombocitus. Tuo pat metu šiek tiek perforuojamos leukocitų ląstelių membranos. Fluorescuojantis dažas (polimetinas), esntis „Stromatolyser-4DS“ reagento sudėtyje, migruoja į leukocitus ir jungiasi prie nukleino rūgščių ir ląstelės organoidų. Be to, organinė rūgštis, esanti reagento „Stromatolyser-4DL“ sudėtyje, specifiškai jungiasi prie eozinofilų granulių – tokiu būdu eozinofilai atskiriami nuo neutrofilų (dėka gaunamo stipresnio šoninės šviesos sklaidos signalo). [21]
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3 paveikslas. Ląstelių populiacijos DIFF taškinėje diagramoje
XE ir XT serijos analizatoriai DIFF diagramoje išskiria 4 leukocitų populiacijas: limfocitai, monocitai, , eozinofilai ir neutrofilai su bazofilais kartu.[11,33]
WBC/BASO kanalas

Šiame kanale įvertinama tiesinės šviesos sklaida ir šoninės šviesos sklaida.

Tiesinės šviesos sklaida (forward scattered light – FSC) – pagal ją įvertinamas ląstelės dydis;

Šoninės šviesos sklaida (side scattered light – SCC) – pagal tai sprendžiama apie ląstelės sandarą.

Rūgštinis reagentas („Stromatolyser FB“) lizuoja eritrocitus, trombocitus ir priverčia susitraukti leukocitus (lieka tik jų branduoliai). Bazofilai nepaveikiami.

Dydžio (tūrio) skirtumai tarp bazofilų ir kitų ląstelių gaunami analizuojant tiesinės ir šoninės šviesos sklaidos informaciją. [21]
Jei mėginyje yra NRBC, jie suskaičiuojami kaip leukocitai.
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4 paveikslas. Ląstelės po reakcijos su Stromatolyser –FB
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5 paveikslas. WBC/BASO kanalo taškinė diagrama
IMI kanalas

IMI kanalas selektyviai aptinka nesubrendusių granuliocitų ląsteles. Paveiktos reagentu Stromatolyser-IM, subrendusių ląstelių membranos pažeidžiamos (dėl jų sudėtyje esančio cholesterolio), o jų viduląsteliniai komponentai išplaunami.

Nesubrendusiose ląstelėse cholesterolio kiekis nedidelis, jų sudėtyje daugiau fosfolipidų. Šių ląstelių membranos taip pat pažeidžiamos, tačiau prieš viduląstelinių komponentų išplovimą į ląsteles patenka reagentas – jis sutvirtina ląstelės membraną ir viduląstelinius komponentus. DC/RF (tiesioginės srovės/radijo dažnio) aptikimo metodu galima atskirti blastų ląsteles, nesubrendusius granuliocitus (mielocitus, metamielocitus, promielocitus) ir lazdelinius neutrofilus. IMI kanalas taip pat labai jautrus nustatant trombocitų agregaciją. [11,33]
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6 paveikslas. Ląstelės po reakcijos su Stromatolyser-IM

NRBC kanalas

Šiame kanale surfaktantas, esantis lizuojančio reagento Stromatolyser NR sudėtyje, lizuoja eritrocitus ir trombocitus, lieka sveiki tik mėginyje esančių NRBC branduoliai. Fluorescuojantis dažas polimetinas (esantis Stromatolyser-NR sudėtyje) pereina pro ląstelių membranas ir nudažo leukocitų nukleino rūgštis, esančias branduolyje ir citoplazmos organoiduose. Tokiu būdu dėka fluorescencijos intensyvumo skirtumų gaunamos 2 aiškios populiacijos (NRBC atskiriama nuo leukocitų dėl šių ląstelių fluorescencijos intensyvumo skirtumo). Leukocitų ir limfocitų skaičius automatiškai koreguojamas, jei NRBC kanale aptinkama NRBC. Šis kanalas yra tik XE serijos analizatoriuose.

RET kanalas

Šiame kanalelizavimo reagentui perforavus ląstelių membranas, polimetino dažas (esantis reagento RET search-II sudėtyje) nudažo leukocituose, NRBC ir retikuliocituose esančias nukleino rūgštis. Naudojant tiesinės šviesos sklaidos ir fruorescencijos signalus, retikuliocitus galima atskirti nuo subrendusių eritrocitų ir leukocitų.

Retikuliocitai suskirstomi pagal jų fluorescencijos intensyvumą į 3 kategorijas, atspindinčias skirtingus brendimo etapus:

· LFR (mažos fluorescencijos retikuliocitai)

· MFR (vidutinės fluorescencijos retikuliocitai)

· HFR (stiprios fluorescencijos retikuliocitai)

· IRF (nesubrendusių retikuliocitų dalis) atspindi dalį nesubrendusių retikuliocitų, IRF skaičiuojama sudedant MFR ir HFR.

Optinis trombocitų skaičiavimas

RET kanale vyksta trombocitų fluorescencinis skaičiavimas (PLT). Mėginiuose su nenormaliu trombocitų pasiskirstymu (dėl fragmentuotų, mikrocitų ar gigantinių trombocitų) PLT skaičiavimas gali būti patikimesnis. Nors esančius panašaus dydžio kaip ir eritrocitai, trombocitus galima atskirti nuo eritrocitų dėl stipresnio fluorescencijos signalo. Stipresnis fluorescencijos signalas gaunamas, kadangi RNR liekanos, esančios trombocituose, taip pat nusidažo fluorescuojančiu dažu. Perjungimo algoritmas užtikrina, kad būtų pateikiamas patikimesnis mėginio PLT rezultatas, kuris atsakyme pažymimas ženklu ,,&“. [11,32]
2.8.2.Mėginių analizės atlikimo sąlygos

Mėginių tipai: veninis kraujas ir organizmo skysčiai.

Surinkimo sąlygos: kraujas surenkamas į EDTA antikoaguliantą. Mėginių analizė atliekama per 4 valandas po surinkimo. Jei neįmanoma mėginio analizės atlikti per 4 valandas, iki analizės atlikimo kraujas laikomas šaldytuve esant 2-8o C temperatūrai. Prieš atliekant analizę, atšaldytą mėginį atšildome iki kambario temperatūros (palaikyti ne mažiau 15minučių). Po to atliekame mėginio analizę.

Analizės atlikimo režimas: XE-5000 analizatoriuje analizė gali būti atliekama naudojant šešis rėžimus:

· manualinį 
· HPC (angl., hematopoietic progenitor cell, arba hemopoetinių pirmtakų ląstelės). Parametrai in vitro diagnostikos Sysmex XE-5000 IMI kanale naudojami atrenkant periferinio kraujo ir virkštelės kraujo mėginiuose optimaliai esančias pirmtakų ląsteles.

· organizmo skysčių

· kapiliarinio kraujo

· mėginių ėmimo įtaiso

· uždarame manualiniame

Manualinis, HPC ir organizmo skysčių režimai.

Dirbant šiais rėžimais, mėgintuvėlių dangteliai nuimami rankiniu būdu ir kiekvienas mėginys įsiurbiamas per kraujo įsiurbimo pipetę. [21]
Kapiliarinio kraujo režimas.

Dirbant kapiliarinio kraujo režimu analizė atliekama atskiedus mėginius santykiu 1:5. šis režimas naudojamas analizuojant mažą kiekį kraujo, paimtą iš ausies spenelio arba piršto. Mėginiui įsiurbti naudojamas tas pats metodas, kaip ir manualinio, HPC ir organizmo skysčių režimams.

Mėginių ėmimo įtaiso režimas.

Mėginių ėmimo įtaisas automatiškai sumaišo, įsiurbia ir analizuoja mėginius be jų dangtelių nuėmimo. Analizės metu gali būti įkelta ir automatiškai analizuojama iki 100 mėginių.

Manualinis uždarasis režimas.

Dirbant manualiniu uždaruoju režimu mėginių ėmimo įtaisas naudojamas mėginio įsiurbimui, neatidarius mėgintuvėlio dangtelio. Šis režimas iš esmės yra toks pat, kaip manualinis, HPC ir organizmo skysčių režimai; maišymas ir tęstinė analizė negali būti atliekami automatiškai.
Mėginių analizės paruošimas

Mėginiai:

· Mėginių surinkimas į vakuuminius mėgintuvėlius (EDTA)

· Kapiliarinio kraujo mėginiai surenkami į mikrovetes su antikoaguliantu.

· Mažo kraujo kiekio mėginys atskiedžiamas su reagentu CELLPACK, santykiu 1:5 .

2 lentelė. Mėginių tūriai:









	Analizės modelis
	Manualinis
	Kapiliarinio kraujo
	Manualinis uždaras

	Mėginys, kurio reikia
	1,0 ml arba daugiau
	40 µl arba daugiau
	1,0 ml arba daugiau

	Įsiurbtas mėginys
	Apie 130 µl
	Apie 130 µl
	Apie 200 µl


3 lentelė. HPC analizė ir organizmo skysčių analizė:






	Analizės rėžimas
	HPC
	Organizmo skysčiai

	Mėginys, kurio reikia
	1,0 ml arba daugiau
	500 µl arba daugiau

	Įsiurbtas mėginys
	Apie 130 µl
	Apie 130 µl


4 lentelė. Mėginių ėmimo įtaiso režimas:







	
	Mėgintuvėlio diametras

	
	12 mm
	15 mm

	Mėginys, kurio reikia
	Nuo 1,0 iki 5 ml
	Nuo 1,0 iki 7 ml

	Įsiurbtas mėginys
	200 µl

	Diametras
	12-15 mm

	Ilgis
	75 mm arba trumpesnis

	Ilgis su dangteliu
	82 mm arba trumpesnis


5 lentelė. Mėgintuvėlio dydis:








Atliekant analizę manualiniame režime mėgintuvėlio ilgis turi būti 75 mm arba trumpesnis. 
Atlikdami analizę mėginių ėmimo įtaiso ir manualiniame uždarame režimuose reikia naudoti žemiau pateikto tipo vakuuminį mėgintuvėlį.

Tinkamų mėgintuvėlių pavyzdžiai:

· VENOJECT II (TERUMO)

· VACUETTE (greiner)

· Hemoguard (BD)

· Monovette (SARATEDT)

Jei mėgintuvėlių diametrai mažesni kaip 14 mm, prie stovo yra pritvirtinami adapteriai:

6 lentelė. Mėgintuvėlių adapteriai  








	Megintuvėlio diametras
	Adapteris

	12 mm
	Adapteris Nr.58

	13 mm
	Adapteris Nr.56


Mėginio identifikavimas

Mėginio identifikavimui yra  naudojami brūkšniniai kodai. Informacija ir užduotys, atliekamam mėginiui, yra suvedama pagrindiniame kompiuterio meniu (angl. IPU, arba Information Processing Unit, naudojamas išimtinai tik su XE-5000, jo negalima naudoti vietoj įprastinio kompiuterio) ir tik tada suteikiamas identifikavimo kodas.

Analizės rezultatų rodymas

Paskutinių mėginių skaitmeninė informacija gali būti pateikiama pagrindinio meniu lange, pagrindinio LCD ekrane.

2.9 Kokybės kontrolė
Vienas iš pagrindinių laboratorijos uždavinių yra laiduoti tyrimų kokybę, kad gydytojas galėtų pasitikėti gautais rezultatas. Laboratorinių tyrimų vidaus  kokybės kontrolė – tai priemonių sistema, padedanti įvertinti tyrimų tikslumą, rezultatų atkartojimą, sutapimą ir teisingumą. Laboratorinių tyrimų tikslumą, rezultatų atkartojimą, sutapimą ir teisingumą. Laboratorinių tyrimų vidaus kokybės kontrolė atliekama lyginant tyrimų rezultatus su standartizuotos kontrolinės medžiagos tyrimo rezultatais.
Laboratorinio tyrimo vidinės kontrolės programa:

· kasdienė kontrolė

· dalyvavimas tarptautinėje laboratorinės kokybės kontrolėje

· laboratorijos personalo kvalifikacija

Kokybės kontrolė turi būti:
· sisteminė

· objektyvi

· apimanti visas matavimo sritis (normos ir patologijos)

· atliekama realiomis laboratorijos sąlygomis

· Kokybės kontrolės tikslas:

· standartizuoti biologinių medžiagų tyrimo sąlygas

· pašalinti sistemines ir kiek įmanoma sumažinti atsitiktines paklaidas

Laboratorinių tyrimų skyriuje atliekamus matavimus veikia dviejų tipų paklaidos, vadinamos atsitiktinėmis ir sisteminėmis paklaidomis. Atsitiktinės paklaidos dažniausiai vertinamos pagal gautų matavimų rezultatų sklaidą, sisteminės – pagal atsirandantį nuokrypį. Šios paklaidos aptinkamos įprastomis vidaus kontrolės procedūromis, kai naudojamos žinomų koncentracijų kontrolinės medžiagos, kurių matavimai atliekami bent kartą per parą. Taip galima įvertinti konkretaus tyrimo, atliekamo konkrečia aparatūra, rezultatų tikslumą bei kartojimąsi. [22]
Be šių kasdieninių kokybės kontrolės procedūrų, kiekviena laboratorija privalo dalyvauti išorinio kokybės vertinimo programos, kurios atliekamos pagal nusistovėjusias taisykles ir leidžia laboratorijai, dalyvaujančiai tą pačią programą vykdančių laboratorijų grupėje, keletą kartų per metus gauti statistinį tyrimų rezultatų įvertinimą.
Kad nebūtų didelių skirtumų tarp skirtingose laboratorijose atliekamų tų pačių kontrolių, buvo rekomenduojama Tarptautinės klinikinės chemijos ir laboratorinės medicinos federacijos (IFCC) naudoti standartizuotus metodus. Buvo įdiegti ir iki šiol diegiami tarptautiniai etalonai (paliudytosios pamatinės medžiagos).

Šios priemonės, ypač įdiegti standartizuoti fermentiniai tyrimo metodai, bei kasdieniniame laboratorijų darbe pradėti naudoti kalibratoriai, susieti su tarptautiniais etalonais, labai pagerina išorinio kokybės vertinimo rezultatus. [2,10,15] 
3. TYRIMO METODIKA
3.1 Tiriamųjų imtis

Tyrimas buvo atliktas Vilniaus universiteto Onkologijos Institute, renkant duomenis apie pacientus, gydytus chemoterapija  2009 -2010 m.

Buvo analizuojamos  ligos istorijos, taip pat atliekami hematologiniai tyrimai. Analizei atsitiktinės atrankos būdu buvo atrinkta 101 pacientė, serganti krūties vėžiu ir gydyta ne mažiau kaip dviem chemoterapijos kursais.

3.2. Tyrimo metodai:

1. Ligos istorijoje fiksuotų duomenų analizė;

2. Literatūros analizė;

3. Stebėjimo metodas;

4. Statistinių duomenų apdorojimas.

3.3 Tyrimo eiga
Per 2009/10 m. Vilniaus universiteto Onkologijos instituto Laboratorinių tyrimų  skyriaus hematologinėje laboratorijoje su įvairiais hematologiniais analizatoriais buvo atlikta  68073 hematologiniai tyrimai, iš jų chemoterapiniame skyriuje buvo atlikta 4072 hematologiniai tyrimai. 
Tyrimas buvo atliekamas 2009-2010 metais, Vilniaus universiteto Onkologijos institute, Laboratorinių tyrimų skyriuje. Analizei atsitiktinės atrankos būdu buvo atrinkta 101 pacientė, serganti krūties vėžiu ir gydyta ne mažiau kaip dviem chemoterapijos kursais. Buvo analizuojamas ligonių amžius, vėžio išplitimas (stadija), koks chemoterapinis gydymas buvo taikomas. Šie duomenys buvo imami iš ligos istorijų. Taip pat renkami duomenys apie bendrą leukocitų skaičių ir atskirų leukocitų formų prieš pradedant gydymą chemoterapiniais preparatais ir po kiekvieno gydymo kurso.

Analizė buvo atliekama naudojantis programų paketais MS Excel ir StatSoft STATISTICA 6.0. ( Priedas 2) Laboratoriniai tyrimai atliekami su X klasės hematologiniu analizatoriumi SYSMEX XE-5000. Buvo analizuojama leukocitų ir leukocitinės formulės elementų skaičiaus dinamika bei, analizuojant parametrų vidurkių skirtumus, buvo tikrinama hipotezė, kad chemoterapija daro įtaką leukocitų skaičiui ir jų formulės kitimui.

Leukocitų ir leukocitinės formulės parametrų vidurkiai buvo apskaičiuojami įvertinant leukogramas prieš pirmąjį, prieš antrąjį ir prieš trečiąjį chemoterapijos kursus.

Buvo nagrinėjamas chemoterapinių preparatų poveikis žmogaus organizmui, leukocitams ir atskiroms leukocitų formoms.

4. REZULTATŲ ANALIZĖ IR APIBENDRINIMAS
Duomenys analizei buvo imami iš laboratorinių tyrimų skyriuje atliktų tyrimų, bei iš ligos istorijų.
Analizei atsitiktinės atrankos būdu buvo atrinktos 101 pacientė, serganti krūties vėžiu ir gydyta ne mažiau kaip dviem chemoterapijos kursais. ( Priedas 2)
Pacientų charakteristika:
Amžiaus vidurkis: 55,15 ( 11,68 m.

Pacienčių amžiaus vidurkis buvo virš 50 metų. Tai patvirtina statistinius duomenis, kad krūties vėžiu serga daugiausia vyresnio amžiaus moterys.

Toliau buvo analizuota pacienčių ligos stadijos. 54% tiriamųjų buvo nustatyta III stadija, 30% – II stadija, I ir IV stadija buvo diagnozuotos panašiam procentui (6%) pacienčių.
Stadija:

· I – 4 (3,96%)

· II – 30 (29,7%)

· III – 55 (54,46%)

· IV - 6 (5,94%)

· Nenurodyta: 6 (5,94%)
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7 paveikslas. Pacienčių pasiskirstymas pagal ligos stadiją.

Iš tyrimo rezultatų matome, kad beveik pusei pacienčių buvo nustatyta III krūties vėžio stadija. Šios pacientės paprastai gydomos adjuvantine chemoterapija. Diagnozavus II krūties vėžio stadiją gydymas dažniausiai pradedamas nuo neoadjuvantinės chemoterapijos, po to atliekama operacija, po kurios taikomas chemospindulinis gydymas ar chemoterapija.

Pacientės buvo gydytos įvairiomis chemoterapijos schemomis. Dažniausiais buvo naudojamos vaistų schemos (deriniai) su adriablastinu/doksorubicinu (AC), fluorouracilu/doksorubicinu (FAC), adriablastinu/fluorouracilu/mitomycinu (FAM) - 63 pacientės (60,3%), ciklofosfanas/metotreksatas/5-FU (CMF) – 2 pacientės (27,7%). Kitokiomis chemoterapijos schemomis buvo gydytos 10 pacientčių ( 9,2%).(8 paveikslas)

Gydymo schemos:

· AC:
57 (56,43%)

· CMF:
28 (27,7%)

· FAC:
4 (3,96%)

· FAM:
2 (1,98%)

· Kitos:
10 (9,93%)
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8 paveikslas. Pacienčių pasiskirstymas pagal gydymo schemas
Daugiau kaip pusei pacienčių buvo taikytas mišrus chemoterapinis gydymas. Likusioms ligonėms buvo taikytas paprastesnis gydymas chemoterapiniais preparatais.
Leukocitai:
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9 paveikslas. Leukocitų skaičiaus vidurkio kitimas

Prieš pirmąjį chemoterapijos kursą vidutinis leukocitų skaičius buvo 5,9±0,29 [95% PI, 5,3 – 6,28]. Po pirmojo chemoterapijos kurso vidutinis leukocitų skaičius sumažėjo iki 5,2±0,21 [95% PI, 4,74 – 5,6], o po antrojo– iki 5,07±0,24 [95% PI, 4.52 – 5.5]. Lyginant  duomenis tarp pirmo kurso ir antro[p < 0,005] , taip pat tarp pirmo ir trečio[p < 0,001] matyti ryškus statistiškai reikšmingas leukocitų mažėjimas.
Kaip matome, šis mažėjimas prasidėjo jau po pirmojo chemoterapijos kurso ir buvo stebimas iki pat stebėjimo periodo pabaigos (3 kursai). Tai rodo, kad didžiausią reikšmę leukocitų skaičiaus mažėjimui turi pirmasis chemoterapijos kursas.

7 lentelė. Bendro leukocitų skaičiaus vidurkių skirtumai






	
	Vidurkis 
	Vidurkis 
	t-reikšmė
	df
	      p

	Leuko1 su  Leuko 2
	5,900990
	5,225743
	2,830556
	200
	0,005121

	Leuko1 su  Leuko 3
	5,900990
	5,046875
	3,450506
	195
	0,000686



Statistiškai reikšmingas leukocitų skaičiaus sumažėjimas tarp 1 ir 2, 1 ir 3 kursų.
Norint įvertinti, ar leukocitų skaičiaus mažėjimas nebuvo atsitiktinis, buvo atliktas     t-testas reikšmių vidurkiams įvertinant, ar skirtumai tarp vidurkių buvo statistiškai reikšmingi. Analizė parodė, kad skirtumai tarp leukocitų skaičiaus vidurkių skiriasi statistiškai reikšmingai .
Kadangi leukocitai apjungia keletą ląstelių formų, analizuotas ne tik bendro leukocitų skaičiaus kitimas taikant chemoterapiją, bet ir atskirų leukocitinės formulės elementų – bazofilų, eozinofilų, granulocitų, limfocitų ir monocitų skaičiaus kitimas. Šios analizės rezultatai pateikti 10 paveiksle.
Normos:
	Leukocitai
	4*109 – 9*109/l

	Neutrofilai
	2*109 – 5,5*109/l arba 45 - 70%

	Eozinofilai
	0 – 0,3*109/l arba 0 –5 %

	Bazofilai
	0 – 0,06*109/l arba 0 - 1%

	Limfocitai
	1,2 – 3,0*109/l arba 18 - 40%

	Monocitai
	0,09*109 – 0,6*109/l arba 2 - 9%
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 10 paveikslas. Leukocitinės formulės elementų skaičiaus kitimas po chemoterapijos
Chemoterapija praktiškai nedarė įtakos bazofilų skaičiui. Nežymiai padidėjo (nuo vidutiniškai 2,31 prieš pirmąjį (K1) chemoterapijos kursą iki vidutiniškai 2,61 po trečiojo (K3) chemoterapijos kurso) eozinofilų skaičius, tačiau šis padidėjimas nebuvo statistiškai reikšmingas. Labiausiai kito neutrofilų, monocitų ir limfocitų skaičius.

Bazofilai:
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Bazofilai


11 paveikslas.Bazofilų skaičiaus vidurkio kitimas
Nors bazofilai pagausėję alerginėse uždegiminėse reakcijose, pasižymi prieškrešuminėmis ypatybėmis, jų kraujyje yra nedaug (0,1%), ir reakcija į chemoterapinius preparatus yra nežymi.

8 lentelė. Bazofilų skaičiaus vidurkių skirtumai







	
	Vidurkis 
	Vidurkis 
	t-reikšmė 
	df
	p

	Bazof. 1 su Bazof. 2
	0,481188
	0,536634
	-0,68255
	200
	0,495684

	Bazof. 1 su Bazof. 3
	0,481188
	0,648958
	-1,76890
	195
	0,078473


Bazofilų skaičius kiek padidėjo, tačiau statistiškai nereikšmingai.
Eozinofilai:
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Eozinofilai


12 paveikslas .Eozinofilų  skaičiaus vidurkių skirtumai
Eozinofilai – taip pat labai judrūs, sugeba fagocituoti, bet ne taip gerai kaip neutrofilai. Jie pagrindinę funkciją atlieka ne kraujyje, o audiniuose. Šios ląstelės dalyvauja alerginėse organizmo reakcijose. Nors chemopreparatai gali sukelti ir alergines reakcijas ir padidinti jų skaičių iš rezultatų matyti kad padidėjimas yra labai nežymus, lyginant pirmo kurso rezultatus su antro ,taip pat pirmo su trečiu chemoterapijos kursais.
9 lentelė. Eozinofilų  skaičiaus vidurkių skirtumai







	
	Vidurkis 
	Vidurkis 
	t-reikšmė
	df
	p

	Eoz. 1 su Eoz. 2
	2,181188
	2,185149
	-0,01360
	200
	0,989159

	Eoz. 1 su Eoz. 3
	2,181188
	2,548958
	-1,15641
	195
	0,248929


. Eozinofilų skaičiaus padidėjimas statistikai nereikšmingas.

Neutrofilai:
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13 paveikslas. Neutofilų skaičiaus vidurkio kitimas
Neutrofilų skaičius gydymo eigoje sumažėjo nuo 61,4±1,58 prieš pirmąjį chemoterapijos kursą iki 57,6±1,85 po trečiojo chemoterapijos kurso. Nors gydymo eigoje neutrofilų skaičius sumažėto apytikriai tik keturiais vienetais, pokyčiai tarp vidurkių prieš pirmąjį ir po trečiojo kurso buvo statistiškai reikšmingi (p=0,028). Tai parodo organizmo reakciją į chemopreparatus.

10 lentelė. Neutrofilų skaičiaus vidurkių skirtumai






	
	Vidurkis 
	Vidurkis 
	t-reikšmė
	df
	p

	Neutrof.1 su Neutrof.2
	61,41683
	58,07426
	1,911101
	200
	0,057422

	Neutrof.1 su Neutrof.3
	61,41683
	57,63958
	2,206065
	195
	0,028547


Neutrofilų skaičiaus sumažėjimas statistiškai reikšmingas ir tarp 1 ir 1, ir tarp 1 ir 3 kursų.

Limfocitai:
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14 paveikslas.Limfocitų skaičiaus vidurkio kitimas
Limfocitų skaičius chemoterapinio gydymo eigoje sumažėjo nuo 26,98±1,29 iki 26,38±1,36. Nors statistiškai tai nereikšminga, aiškiai stebima limfocitų skaičiaus mažėjimo tendencija. Limfocitų skaičius nepakito.
11 lentelė. Limfocitų skaičiaus vidurkių skirtumai






	
	Vidurkis 
	Vidurkis 
	t-reikšmė
	df
	p

	Limfo.1 su  Limfo.2
	26,98812
	27,88812
	-0,621029
	200
	0,535287

	Limfo.1 su  Limfo.3
	26,98812
	26,38229
	0,470838
	195
	0,638282


Šis limfocitų skaičiaus kitimas nebuvo statistiškai reikšmingas (p=0.64).

Monocitai:
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Monocitai 


15 paveikslas.Monocitų skaičiaus vidurkio kitimas
Skirtingai  nuo kitų leukogramos elementų, monocitų skaičius taikant chemoterapiją gana ženkliai padidėjo: nuo 8,8±0,46 prieš pirmąjį chemoterapijos kursą iki 12,80±0,79 po trečiojo chemoterapijos kurso. Todėl kad jie atlieka apsauginę organizmo funkciją. Jie iš kraujo patekę į audinius virsta makrofagais ir imasi darbo – fagocituoja navikų daleles, toksines medžiagas, dalyvauja imuninėse reakcijose.
12 lentelė. Monocitų skaičiaus vidurkių skirtumai





	
	Vidurkis 
	Vidurkis 
	t-reikšmė
	df
	p

	Mono.1 su  Mono.2
	8,804950
	11,56832
	-4,31468
	200
	0,000025

	Mono.1 su  Mono.3
	8,804950
	12,80417
	-5,74167
	195
	0,000000


Monocitų skaičiaus pokyčiai buvo statistiškai laba reikšmingi (p=0,00).
Kadangi literatūroje yra duomenų, kad skirtingi chemopreparatai skirtingai veikia hemopoezę, buvo padarytas bandymas išanalizuoti leukogramos pokyčių priklausomybę nuo taikytos chemoterapijos. Pacientės buvo suskirstytos į 3 grupes: gydytos CMF chemoterapija (ciklofosfanas+metotreksatas+5-FU; 17 pacienčių, 31,5%); gydytos schemomis su adriablastinu/soksorubicinu (AC, FAC, FAM -32 pacientės, 59,3%); gydytos kitomis chemoterapijos schemomis (5 pacientės, 9,2%). Analizuojant leukocitų ir leukogramos pokyčius jokių dėsningų skirtumų tarp grupių neaptikta. Pasikliautinų intervalų įvertinimas leidžia daryti prielaida, kad pacientų skaičius tokiai analizei nepakankamas.

5. IŠVADOS

1. Piktybiniai navikai išlieka viena svarbiausiu sergamumo ir mirtingumo priežasčių. Susirgimų piktybiniais navikais skaičius nuolat didėja ne tik dėl biologinių, bet ir dėl pagerėjusios diagnostikos. Ankstyvas vėžio išaiškinimas nulemia gerus gydymo rezultatus.

2. Šiuo metu chemoterapija yra vienas iš pagrindinių vėžio gydymo metodų. Nors kuriant naujus priešnavikinius preparatus siekiama kuo mažiau pakenkti žmogaus organizmui, didelė dauguma onkologinių ligonių patiria šalutinius toksinius reiškinius, kurie gydymo metu, taip pat jį užbaigus dažnai pablogina bendrą ligonio būklę.
3. Gydant sergančiąsias krūties vėžiu chemoterapija, kinta leukocitų skaičius ir leukogramos profilis:

· Leukocitų skaičius dėsningai mažėja pradedant nuo pirmojo chemoterapijos kurso. Skirtumai tarp leukocitų skaičiaus rodiklių chemoterapijos dinamikoje statistiškai reikšmingi.

· Leukocitų skaičius mažėja pirmiausia dėl limfocitų ir neutrofilų skaičiaus mažėjimo. Neutrofilų skaičiaus mažėjimas statistiškai reikšmingas. Nors limfocitų skaičiaus mažėjimas nėra statistiškai reikšmingas, vis dėlto stebima šios leukocitų formos skaičiaus mažėjimo tendencija.

· Monocitų skaičius taikant chemoterapiją didėja, ir šis didėjimas yra statistiškai reikšmingas.

· Bazofilų ir eozinofilų skaičius taikant chemoterapiją kinta, tačiau šie pokyčiai nėra dėsningi.

Hipotezė , kad taikant chemoterapinį gydymą kinta leukocitinė formulė, pasitvirtino.
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PRIEDAI

1 priedas.Kraujo rodiklių statistika

	
	Valid N
	Mean
	Std.Dev.
	Confidence SD
	Confidence SD
	Coef.Var.
	Standard

	Leuko1
	101
	5,90099
	1,67221
	1,46911
	1,94100
	28,3379
	0,166391

	Bazof1
	101
	0,48119
	0,52206
	0,45865
	0,60597
	108,4931
	0,051947

	Eoz1
	101
	2,18119
	1,96243
	1,72408
	2,27787
	89,9708
	0,195269

	Granulo1
	101
	61,41683
	10,67360
	9,37721
	12,38925
	17,3790
	1,062063

	Limfo1
	101
	26,98812
	8,56491
	7,52463
	9,94161
	31,7358
	0,852240

	Mono1
	101
	8,80495
	3,60223
	3,16471
	4,18124
	40,9114
	0,358435

	Leuko2
	101
	5,22574
	1,71800
	1,50934
	1,99415
	32,8757
	0,170948

	Bazof2
	101
	0,53663
	0,62765
	0,55142
	0,72854
	116,9606
	0,062454

	Eoz2
	101
	2,18515
	2,16981
	1,90627
	2,51858
	99,2981
	0,215904

	Granulo2
	101
	58,07426
	13,96582
	12,26956
	16,21065
	24,0482
	1,389651

	Limfo2
	101
	27,88812
	11,77976
	10,34901
	13,67320
	42,2393
	1,172130

	Mono2
	101
	11,56832
	5,33410
	4,68623
	6,19148
	46,1095
	0,530762

	Leuko3
	96
	5,04688
	1,80187
	1,57806
	2,10024
	35,7026
	0,183902

	Bazof3
	96
	0,64896
	0,78860
	0,69065
	0,91919
	121,5182
	0,080486

	Eoz3
	96
	2,54896
	2,48278
	2,17440
	2,89391
	97,4038
	0,253398

	Granulo3
	96
	57,63958
	13,27612
	11,62709
	15,47452
	23,0330
	1,354989

	Limfo3
	96
	26,38229
	9,48900
	8,31037
	11,06028
	35,9673
	0,968467

	Mono3
	96
	12,80417
	5,94591
	5,20737
	6,93050
	46,4373
	0,606852


	
	Pav.
	Leu1
	Baz1
	Eoz1
	Gran1
	Lim1
	Mon1
	Leu2
	
Baz2
	Eoz2
	Gran2
	Lim2
	Mon2 
	Leu3
	Baz3
	Eoz3
	Gran3
	Lim3
	Mon3 
	Gimdata
	Amž
	Sch
	St

	1
	J.R
	3,4
	0,2
	6,9
	40,5
	49,2
	3,2
	3,9
	0,2
	5,5
	49,2
	37,2
	7,9
	4,9
	0,6
	3,4
	67,8
	25,4
	2,8
	1948.05.02
	56,67
	AC
	3

	2
	S.Z
	3,6
	0
	0
	71,4
	25,5
	3,1
	5,6
	0
	7,4
	72,8
	15,6
	4,2
	5,1
	0
	0
	77,6
	19,4
	3
	1925.10.29
	79,18
	AC
	3B

	3
	Č.E
	3,7
	0
	2
	60,9
	24
	13,1
	3,1
	0,5
	0,6
	48,3
	30,9
	19,7
	3,9
	0,3
	0,8
	44,5
	28,5
	25,9
	1957.12.14
	47,05
	AC
	2

	4
	S.A
	3,9
	0,1
	1,2
	55
	30,6
	10,1
	5,3
	0
	1,2
	65,4
	21,7
	11,7
	2,2
	0
	2,1
	28,2
	45,8
	23,9
	1948.09.25
	56,27
	
	2

	5
	B.V
	4
	0
	2,7
	55,1
	30,3
	11,9
	4,3
	0,8
	1,7
	60,3
	26,1
	11,1
	5,6
	0
	0
	80,4
	17,1
	2,5
	1958.02.23
	46,86
	AC
	2

	6
	B.A.
	4
	0
	1,6
	69,4
	22,9
	6,1
	4,6
	0
	0,9
	60
	27,2
	11,9
	2,7
	0,2
	1,2
	58,9
	29,1
	10,6
	1947.10.04
	57,25
	AC
	2

	7
	K.D
	4
	0
	6,9
	56,2
	29,6
	7,3
	2,2
	0,5
	2,2
	62,8
	29,6
	4,9
	3,2
	0,2
	2
	65,2
	20,6
	12
	
	
	CMF
	

	8
	A.A
	4,2
	0,1
	0,6
	87,4
	9,1
	2,8
	3,8
	0,1
	0,3
	72,2
	13,6
	13,8
	3,3
	0,2
	1,9
	66,2
	17,5
	14,2
	1972.06.28
	32,51
	
	3

	9
	K.T
	4,2
	0
	0
	56,6
	32,3
	11,1
	3,7
	0
	0
	74,4
	19,8
	5,8
	3,4
	0
	6
	57
	28
	9
	1942.05.23
	62,61
	AC
	3

	10
	K.A
	4,4
	0,2
	1,5
	62,2
	31,1
	5
	5,2
	0,5
	1,5
	58,6
	30,8
	8,6
	6,1
	0
	1,6
	62,5
	26,3
	9,6
	1941.03.16
	63,80
	K
	3

	11
	K.M
	4,4
	0
	8,5
	61,7
	15,8
	14
	4,5
	0,3
	4,2
	77,4
	13,6
	4,5
	5,7
	0,8
	2,7
	76
	10,9
	9,6
	1930.09.25
	74,27
	AC
	2

	12
	R.A
	4,5
	0
	1
	40,1
	47,7
	11,2
	4,8
	0
	0
	53,9
	38,6
	7,5
	3,5
	0
	0
	41,1
	50,1
	8,8
	1942.08.05
	62,41
	AC
	2

	13
	G.L
	4,6
	0
	3,8
	53,3
	32,3
	10,6
	4,6
	0,9
	2
	59,2
	27,5
	10,4
	4,5
	0,6
	5,1
	56,4
	29,4
	8,5
	1944.07.30
	60,42
	FAC
	3

	14
	P.J
	4,6
	0,4
	1,3
	33,7
	49,2
	15,4
	3,5
	0,8
	0,6
	31,1
	50,4
	17,1
	0,2
	1,4
	10,4
	59,2
	28,8
	10,4
	1947.05.11
	57,65
	AC
	2

	15
	R.O
	4,7
	0,5
	2,1
	59,8
	24,3
	13,3
	5,7
	0
	2,1
	60,7
	21,2
	16
	7,1
	0
	3,2
	74,6
	12,7
	9,5
	1946.11.07
	58,15
	CMF
	2

	16
	B.R
	4,8
	2
	2
	61
	25
	10
	3,7
	0,9
	2,9
	64,6
	19
	12,6
	5,4
	0,2
	5,1
	68,5
	17,2
	9
	1943.12.03
	61,08
	AC
	1

	17
	J.R
	4,8
	0
	0
	63
	33,4
	3,6
	4,1
	0,3
	2,5
	47,2
	36,8
	13,2
	3,5
	0,9
	3,5
	42
	37,6
	16
	1935.03.29
	69,76
	AC
	2

	18
	G.E
	4,8
	0,1
	0,4
	51,6
	38,6
	9,3
	1,3
	0,4
	2,1
	9,5
	61,5
	26,5
	4,7
	0
	0
	62,7
	31,4
	5,9
	
	
	CMF
	

	19
	D.V.
	4,9
	0,1
	4,6
	76,4
	15,1
	3,8
	3,4
	1
	0
	67
	24
	8
	9,1
	0,6
	0,6
	85,4
	5,9
	7,5
	1956.07.29
	48,43
	AC
	4

	20
	G.D
	5
	0
	1,2
	62
	27
	9,8
	3,9
	0
	0,9
	60,2
	28
	10,9
	
	
	
	
	
	
	1954.06.29
	50,51
	AC
	2

	21
	R.A
	5
	0,4
	4,2
	50,4
	35
	10
	3,5
	0,2
	6,4
	57,9
	31,8
	3,7
	3,9
	0,3
	2,4
	54,6
	27,8
	4,9
	1939.10.10
	65,23
	AC
	3

	22
	B.R
	5,1
	0,6
	1,3
	45,5
	43
	9,6
	5,5
	0,1
	0,4
	53
	36
	10,5
	4,4
	0,3
	0,7
	66,4
	24,9
	7,7
	1962.05.16
	42,63
	CMF
	2

	23
	E.R
	5,1
	0,3
	1,6
	69
	19,8
	9,3
	3,7
	0,1
	2,6
	66,6
	20,5
	10,2
	3,7
	0,2
	0,2
	58,9
	26,6
	14,1
	1944.09.15
	60,30
	FAM
	2

	24
	K.R
	5,1
	0,4
	1,5
	70,3
	16,8
	11
	5,9
	0
	2,2
	64,3
	22,9
	10,6
	
	
	
	
	
	
	1933.07.20
	71,45
	AC
	3

	25
	K.M
	5,1
	0
	0,3
	54,7
	30,7
	14,3
	3
	0,2
	0,6
	54,6
	31,2
	13,4
	4,3
	0
	0,8
	54,3
	35,1
	9,8
	
	
	AC
	

	26
	G.L
	5,2
	0
	1,9
	63,5
	22,8
	11,8
	6,2
	0,1
	4,6
	66
	19,8
	9,5
	5,1
	0,2
	3,2
	75,6
	14
	7
	1938.06.09
	66,57
	CMF
	2

	27
	B.Z
	5,4
	0
	0
	64,6
	27,9
	7,5
	4,6
	0,4
	6,1
	49,4
	33,1
	11
	4,8
	0,1
	4,3
	52,7
	33,8
	9,1
	1930.07.15
	74,47
	K
	3

	28
	R.G
	5,4
	0
	2,3
	69,4
	26
	2,3
	4,5
	0,1
	4,2
	67,3
	16
	12,4
	5,6
	0,2
	1
	73,7
	11,2
	13,9
	1933.07.23
	71,44
	AC
	4

	29
	J.O
	5,5
	0,4
	4,5
	63,5
	20,6
	11
	6,5
	0
	0
	58
	29
	13
	4
	0,8
	5,9
	56,1
	21,6
	15,6
	1933.10.06
	71,24
	CMF
	3

	30
	S.R
	5,6
	0
	0
	64,1
	31,8
	4,1
	4,3
	0
	0
	58,9
	37,7
	3,4
	3,5
	2,3
	4,8
	37,5
	37,3
	18,1
	1965.06.26
	39,52
	CMF
	3

	31
	B.Z
	5,7
	0
	0,3
	71,2
	23
	5,5
	7,5
	0,7
	1,4
	79,4
	12,6
	5,9
	6,2
	0,3
	0,4
	64,5
	24,6
	10,2
	1951.10.07
	53,24
	AC
	2

	32
	J.E.
	5,7
	0,2
	4,9
	57
	27,4
	10,5
	8,6
	0
	1,1
	75,5
	15,5
	7,9
	3,8
	0,7
	1,6
	46,4
	29,8
	21,5
	1942.03.11
	62,81
	CMF
	2

	33
	P.A
	6
	0,4
	0,5
	81,9
	11,9
	5,3
	3,5
	0
	0,7
	66,6
	19,9
	12,8
	
	
	
	
	
	
	1948.04.20
	56,70
	AC
	1

	34
	P.V
	6
	0,9
	2,9
	62,5
	23,7
	10
	7,3
	0,1
	3,5
	58,6
	34,6
	13,2
	5,9
	0
	2,7
	58,7
	23,7
	14,9
	1939.03.16
	65,80
	
	2

	35
	B.A.
	6
	2
	7,1
	45
	31,1
	14,1
	5,5
	0,9
	6,5
	38
	35,4
	19,2
	4,3
	0,1
	17,5
	33,5
	29,6
	19,3
	
	
	AC
	

	36
	K.D
	6,1
	0
	1,8
	71,6
	20,5
	6,1
	8,1
	0
	2
	69,8
	20,5
	7,7
	
	
	
	
	
	
	1941.06.10
	63,56
	CMF
	2

	37
	K.A
	6,3
	0
	1,8
	67,4
	25,5
	5,3
	5,9
	0
	1,3
	68,7
	18,1
	11,9
	
	
	
	
	
	
	1940.11.21
	64,11
	CMF
	3

	38
	P.T
	6,4
	0,2
	0,8
	76,7
	14,6
	7,7
	4,3
	0,4
	2,9
	59,7
	26,5
	10,5
	7,3
	0,2
	0,8
	74,9
	16,1
	8
	1940.10.11
	64,22
	
	2

	39
	Ž.A
	6,4
	0,5
	2,1
	51,6
	36
	9,8
	6,3
	0,4
	1,4
	50,1
	38
	10,1
	5,1
	0
	0
	54,5
	36,9
	8,6
	
	
	AC
	

	40
	B.M
	6,5
	0,7
	2,6
	59,1
	29,7
	7,9
	4,8
	0,1
	4
	56,3
	24,7
	14,9
	4,2
	0
	3
	58,3
	23,1
	15,6
	1966.12.24
	38,02
	CMF
	1

	41
	P.A
	6,6
	0,1
	6
	57,5
	27,9
	8,5
	4,6
	0
	0
	56,8
	7,7
	35,5
	4,8
	0,5
	3,4
	44,3
	29,3
	22,9
	1949.04.16
	55,71
	CMF
	2

	42
	Z.L
	6,6
	0,1
	0,3
	74,6
	13,6
	11,4
	7
	0,1
	0,4
	77,8
	12,2
	9,5
	4,3
	0,1
	1,4
	62,6
	33,4
	4
	1959.07.05
	45,49
	
	3

	43
	G.J
	6,7
	0
	0
	76,7
	20
	3,3
	8,3
	0
	1
	82
	12
	5
	4,6
	0,7
	2
	66,6
	20,2
	10,5
	1955.08.15
	49,38
	CMF
	1

	44
	S.O
	6,7
	0,2
	3
	72,2
	18,1
	6,5
	8,1
	0,4
	0,6
	75,7
	17,4
	5,9
	9,4
	0,5
	0,7
	79
	13,1
	6,7
	1933.08.07
	71,40
	AC
	4

	45
	G.R
	6,8
	0
	1,8
	69,2
	23
	6
	4,5
	0
	3
	71,3
	15,3
	15,9
	5
	0,6
	2,1
	70,6
	14,3
	12,4
	1959.08.11
	45,39
	CMF
	2

	46
	D.E
	6,9
	0,1
	6,3
	38
	45,9
	9,7
	6,9
	0,2
	2,9
	45,9
	43
	8
	7,2
	0,1
	2
	42
	44,8
	11,1
	1941.03.08
	63,82
	AC
	3

	47
	B.D
	7,3
	0,7
	1,3
	77,9
	13,3
	6,8
	5,4
	1,4
	2,8
	65,8
	17,9
	12,1
	5,2
	0,4
	0,8
	68
	16,8
	14,2
	1941.06.24
	63,52
	K
	2

	48
	A.D
	7,5
	0
	2,8
	67
	22,7
	7,5
	6,5
	0,4
	1,1
	68,8
	21,9
	7,8
	8,2
	0,4
	1,8
	68,8
	21,2
	7,8
	1931.04.06
	73,74
	FAC
	2

	49
	B.A
	7,8
	0,1
	4,4
	64
	24,2
	7,3
	5,6
	0,6
	2,9
	56
	27,2
	13,3
	7,5
	0
	4,5
	71
	21,2
	3,3
	1939.07.08
	65,49
	K
	2

	50
	I.R
	8,4
	0,1
	0,9
	74,9
	16,5
	7,6
	7,2
	0,4
	0,4
	70,6
	18,6
	10
	4,7
	0,3
	1
	57,5
	25,2
	16
	1962.01.01
	43,00
	AC
	2

	51
	Ž.R
	8,4
	2,4
	2
	81,6
	10,4
	3,6
	5,9
	0
	0
	71,2
	22,1
	6,7
	5,5
	0,4
	4,3
	73,3
	14,2
	7,8
	
	
	AC
	2

	52
	A.M
	9,1
	0,2
	1,6
	65,9
	25,3
	7
	6,7
	0,8
	1,2
	57,3
	32,9
	7,8
	5,4
	0,1
	2,1
	49,3
	32,7
	15,8
	1949.11.07
	55,15
	K
	2

	53
	S.L
	11
	0,1
	1,1
	74,9
	19,6
	4,8
	6
	0,2
	0,9
	69,8
	21
	8,1
	6
	0,2
	1
	72,5
	19,5
	6,8
	1937.06.02
	67,58
	AC
	2

	54
	O.Z
	12,9
	0,1
	2,8
	70,3
	20,4
	6,4
	5,7
	1
	1,4
	64,7
	19,5
	13,4
	7,3
	0,1
	1,9
	65,7
	16,2
	16,1
	1950.02.28
	54,84
	
	4

	55
	M.I
	4,3
	0,5
	0,2
	53,7
	32,2
	13,4
	4,8
	0,4
	0,2
	58
	28,5
	12,9
	3,9
	0,3
	6
	69,3
	18,2
	6,2
	1965.01.07
	43,98
	AC
	2

	56
	N.O
	5,8
	0,9
	1,4
	65,8
	28,3
	3,6
	1,2
	0
	1,7
	2,3
	92,1
	3,9
	3,1
	4,2
	1,3
	42
	45
	7,5
	1973.06.29
	35,51
	AC
	4

	57
	N.A
	5
	0,5
	3,6
	64,4
	22,4
	9,1
	4,1
	0,9
	0,7
	55,3
	25,5
	17,6
	5,1
	0,6
	1,8
	47,9
	22,9
	26,8
	1974.03.16
	34,80
	AC
	3

	58
	P.J
	5,6
	0,9
	1,4
	53,7
	37,1
	6,9
	5
	0
	0,7
	48,2
	34,5
	16,6
	4,5
	1,1
	1,1
	60,2
	32,5
	5,1
	1961.04.25
	47,69
	
	2

	59
	P.E
	3,8
	1,2
	0,8
	61,8
	27,3
	8,9
	2,5
	3,7
	1
	26
	43,5
	25,8
	2,5
	3,7
	2
	27,7
	39,4
	27,2
	1956.12.10
	52,06
	AC
	3

	60
	P.V
	3,6
	0,9
	1,3
	36,6
	39,8
	21,7
	3,9
	0,5
	2,1
	40,7
	35,6
	21,1
	3,5
	0,3
	2,8
	40,6
	36,1
	20,2
	1974.03.18
	34,79
	AC
	2

	61
	R.Z
	6,4
	1,6
	3,6
	57,2
	30,1
	7,5
	7,1
	1,6
	3,2
	58,8
	27,2
	9,2
	6,7
	1,2
	3,5
	60,8
	26,4
	8,1
	1923.05.29
	85,60
	CMF
	2

	62
	U.J
	6,5
	0
	0,1
	86
	10,5
	3,4
	4,8
	0
	0,7
	86,5
	9,8
	3
	5,7
	0
	0,6
	80,7
	14,4
	4,3
	1955.12.26
	53,02
	
	2

	63
	V.E
	6,6
	0,9
	0,5
	57,2
	30
	11,4
	5,9
	0,9
	0,3
	50,3
	33,3
	15,2
	5,8
	0,8
	0,4
	66,3
	20,8
	11,7
	1961.02.10
	47,89
	AC
	4

	64
	V.K
	8,3
	0
	2,2
	63,9
	20,1
	13,8
	7,5
	0,4
	4,5
	65,9
	17,6
	11,6
	9
	0,6
	2,2
	66,4
	16,2
	14,6
	1941.04.27
	67,68
	K
	1

	65
	Š.E
	4,6
	0,7
	0,9
	59,3
	31,5
	7,6
	4,1
	0,5
	1,2
	52,7
	37,7
	7,9
	3,4
	0,9
	2,6
	45,6
	38,9
	12
	1947.01.01
	62,00
	AC
	2

	66
	Ž.V
	5,1
	0,4
	10,7
	42,8
	36,2
	9,9
	4,9
	0,6
	4,4
	53,8
	28,1
	13,1
	4,3
	0,5
	5,1
	45,4
	29,5
	19,5
	1958.07.04
	50,50
	AC
	1

	67
	B.T
	4
	0,5
	3
	50,6
	38,7
	7,2
	3,2
	1,2
	0,3
	56,9
	32,3
	9,3
	5,2
	0,4
	0
	65
	24,7
	9,9
	1953.03.03
	55,83
	FAC
	1

	68
	B.S
	8,3
	0
	2,9
	71,9
	19,9
	5,3
	5,6
	0,4
	6,9
	65,8
	9,8
	17,1
	5,4
	0,4
	8,8
	64,5
	11,6
	14,7
	1953.01.19
	55,95
	AC
	2

	69
	B.V
	9,8
	0,6
	0,3
	63,9
	30,3
	4,9
	12,5
	0,1
	0
	79
	14,7
	6,2
	14,1
	0
	0
	83
	14
	3
	1948.03.27
	60,77
	CMF
	1

	70
	D.S
	8,3
	0,9
	1,2
	72,6
	15,9
	9,4
	5,7
	0,3
	5,8
	66,6
	21,5
	5,8
	7,1
	0,3
	3,1
	69,7
	18,2
	8,7
	1952.03.03
	56,83
	AC
	2

	71
	D.J
	5,3
	0,4
	1,3
	64,3
	22,9
	11,1
	3,9
	0,3
	1,5
	50,8
	33,1
	14,3
	3,6
	0,6
	0,3
	42,6
	30,9
	25,6
	1965.07.29
	43,43
	AC
	3

	72
	J.E.
	6,9
	1,3
	1,1
	67,6
	22,6
	7,4
	7,1
	0,6
	0,7
	48,1
	38
	12,6
	4,1
	0,5
	3,2
	52,4
	30,2
	13,7
	1983.11.16
	25,13
	CMF
	2

	73
	Ž.A
	4,3
	0,7
	0,9
	54,9
	32,6
	10,9
	3,8
	1
	4,4
	35,8
	46
	12,8
	4,1
	0,7
	3,2
	44,4
	35,7
	16
	1962.03.20
	46,79
	AC
	1

	74
	A.B
	7,3
	0,4
	0,8
	70,8
	21,7
	6,3
	6,6
	0,8
	0,3
	62,5
	22,8
	13,6
	5,2
	1,3
	0,4
	57,7
	22,6
	18
	1961.02.07
	47,90
	AC
	3

	75
	B.N.
	8,4
	0,7
	0,8
	59,1
	25
	4,4
	4,3
	0,7
	12,1
	63,9
	25,2
	8,1
	5,5
	0,5
	6,8
	73,6
	7,6
	11,5
	1950.03.24
	58,78
	AC
	2

	76
	B.S
	5,6
	1,1
	4,2
	61,6
	25
	8,1
	4,6
	0,2
	2,6
	64,5
	25,4
	7,3
	5,6
	0,5
	5,2
	61,3
	25,7
	7,3
	1953.12.19
	55,04
	CMF
	1

	77
	K.N
	4,8
	2,1
	2,2
	57,6
	26,7
	11,4
	4,8
	1,9
	1,3
	46,6
	35,4
	14,8
	6,2
	1,6
	1,9
	56,6
	25,3
	14,6
	1952.01.07
	56,99
	FAM
	1

	78
	M.J
	5,9
	1
	1,5
	58,3
	26,4
	12,8
	5,3
	0,9
	3,2
	56,1
	25,6
	14,2
	5,7
	1,2
	2,6
	51,3
	27,4
	17,5
	1948.03.29
	60,76
	AC
	2

	79
	J.D
	5,4
	0,7
	4,4
	64,9
	21,1
	8,9
	5,5
	0,4
	3,8
	77,9
	10,8
	7,1
	4
	0,5
	4,7
	72,2
	11,7
	10,9
	1947.04.05
	61,74
	AC
	2

	80
	J.A
	5,9
	1,4
	1,4
	66,2
	21,3
	9,7
	2,8
	2,5
	0,7
	32,7
	43,1
	21
	3,2
	2,2
	2,8
	33,9
	38,2
	22,9
	1957.03.05
	51,83
	CMF
	2

	81
	M.N
	8,4
	0,5
	0,4
	54,2
	38,3
	6,6
	5,5
	1,1
	0,5
	46,9
	42,8
	8,7
	5,1
	0,6
	0,6
	53,8
	33,8
	11,2
	1964.11.07
	44,15
	K
	2

	82
	Ž.T
	8,1
	0,2
	1
	70,4
	21,1
	7,3
	7,9
	0,3
	2,5
	57,9
	28,8
	10,5
	5,9
	0,3
	2,7
	58,2
	29,3
	9,5
	1960.02.28
	48,84
	
	2

	83
	Z.D.
	5,3
	0,4
	1,3
	64,3
	22,9
	11,1
	4
	0,3
	1,5
	50,8
	33,1
	14,3
	3,6
	0,6
	0,3
	42,6
	30,9
	25,6
	1965.07.29
	43,43
	
	3

	84
	A.M
	7,5
	1,2
	3,1
	62,6
	23,8
	9,3
	6,9
	0,4
	3,4
	63,9
	21,3
	11
	5,7
	1,1
	2,5
	61,8
	24,9
	9,7
	1965.10.16
	43,21
	
	2

	85
	B.L
	5,5
	0,5
	2
	54,3
	32,7
	10,5
	8,6
	0,1
	0,5
	69,1
	23,8
	6,5
	5,8
	0,3
	0,5
	56,4
	20,3
	22,5
	1960.05.27
	48,60
	
	2

	86
	D.O
	5,1
	0,8
	1,8
	54,3
	36,6
	6,5
	5,1
	1,4
	4,5
	45,3
	39,8
	9
	3,9
	1,5
	1,8
	43
	38,5
	15,2
	1946.05.22
	62,61
	CMF
	3

	87
	F.R
	5,3
	0,6
	2,4
	58,8
	29,8
	8,4
	4,7
	0,8
	7,8
	47,4
	32,2
	11,8
	5,7
	0,7
	4,7
	50
	34
	10,6
	1959.08.09
	49,40
	AC
	2

	88
	G.E
	6,2
	0,5
	1,9
	55,5
	33,2
	8,9
	4,8
	0,6
	2,5
	49,5
	37,6
	9,8
	3,9
	1,3
	2,6
	29,5
	49,5
	17,1
	1938.01.06
	70,99
	
	1

	89
	M.A
	3,5
	0,6
	0,9
	47,3
	32,2
	19
	4,1
	0,5
	0,5
	53,5
	27,2
	18,3
	3,3
	0,9
	2,1
	49,4
	29,9
	17,7
	1958.08.23
	50,36
	AC
	2

	90
	M.R
	5,3
	0,4
	2,8
	51
	34,3
	11,5
	5,9
	0,5
	1
	49
	26,5
	23
	6,5
	0,6
	1,1
	53,4
	25,5
	19,4
	1962.04.30
	46,67
	CMF
	1

	91
	M.R
	7,7
	1,4
	4,8
	65,7
	19,7
	8,4
	4,6
	2,6
	2,4
	42,9
	35,6
	16,5
	4,1
	3,4
	4,9
	44,8
	28,5
	18,4
	1979.04.08
	29,74
	CMF
	3

	92
	N.Z
	4,7
	0,9
	2,8
	58,5
	27,1
	10,7
	4,7
	0,8
	3,6
	48
	38,3
	9,3
	5,4
	0,9
	1,3
	63,1
	24,9
	9,8
	1947.02.11
	61,89
	
	4

	93
	B.S
	4,5
	0,9
	1,1
	44,5
	37,6
	15,9
	8,5
	0,4
	0,1
	88,4
	8,1
	3
	5,7
	0,5
	1,9
	50,1
	34,6
	12,9
	1959.10.22
	49,20
	AC
	3

	94
	B.L
	7,2
	0
	0,3
	70,5
	22,4
	6,8
	5,4
	0,2
	0,9
	68,2
	23,1
	7,6
	5,3
	0,2
	1,5
	65,3
	22,5
	10,5
	1961.03.14
	47,80
	CMF
	2

	95
	F.R
	5,3
	0,6
	2,4
	58,8
	29,8
	8,4
	4,7
	0,8
	7,8
	47,4
	32,2
	11,8
	4,6
	0,7
	2,4
	40,5
	36,9
	19,5
	1959.08.09
	49,40
	CMF
	1

	96
	G.E
	6,2
	0,5
	1,9
	55,5
	33,2
	8,9
	4,8
	0,6
	2,5
	49,5
	37,6
	9,8
	3,9
	1,3
	2,6
	29,5
	49,5
	17,1
	1938.01.06
	70,99
	
	2

	97
	G.J
	7,9
	0,6
	0,8
	71,8
	18,4
	8,4
	8,6
	1,2
	1,4
	62,7
	26,2
	8,5
	8,7
	0,6
	1,5
	62,3
	25,5
	10,1
	1948.07.23
	60,44
	CMF
	3

	98
	K.Z
	5,8
	0,5
	4
	41,5
	47,5
	6,5
	4,9
	0,6
	0,6
	56,5
	30,2
	12,1
	4,4
	0,5
	1,1
	58,2
	26,5
	13,7
	1953.02.15
	55,88
	AC
	2

	99
	M.A
	3,5
	0,6
	0,9
	47,3
	32,2
	19
	4,1
	0,5
	0,5
	53,5
	27,2
	18,3
	3,3
	0,9
	2,1
	49,4
	29,9
	17,7
	1958.08.23
	50,36
	CMF
	3

	10
	M.R
	7,7
	1,4
	4,8
	65,7
	19,7
	8,4
	4,6
	2,6
	2,4
	42,9
	35,6
	16,5
	4,1
	3,4
	4,9
	44,8
	28,5
	18,4
	1979.04.08
	29,74
	AC
	3

	
	R.M
	6,7
	0,3
	1,2
	62,9
	26
	9,6
	4,8
	0,6
	0,4
	59,3
	26,8
	12,9
	3,8
	1
	1,3
	60,2
	24,8
	12,7
	1967.03.27
	41,77
	K
	1














2 priedas.  Tyrimo rezultatai
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