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Tekste vartojamy trumpiniy sarasas

n — absoliutus tiriamyjy skai¢ius

p — statistinio rezultaty reikSmingumo lygmuo
IFN-o — alfa interferonas

AJCC — angl. American Joint Comittee on Cancer, JAV Jungtinis vézio

komitetas

NK — naturaliis kileriai

LDH - laktato dehidrogenazé

MIA - melanomos aktyvumo slopiklis

MLSN-1 - melastatinas

MMP - angl. matrix metalloproteinase, tarplastelinio uzpildo metalo peptidazé

VEGF - angl. vascular endothelial growth factor, kraujagysliu endotelio

augimo veiksnys
IL-2 - interleukinas 2

TRPM - angl. transient receptor potential cation channel, subfamily M,

laikinojo receptoriaus potencialo katijonu kanalas, M poSeimis
VUOI - Vilniaus Universiteto Onkologijos Institutas
VPC - Valstybinis patologijos centras

CDK - nuo ciklino priklausoma kinazé



RNR - ribonukleino rigstis

HLA — angl. Human leucocyte antigens, zmogaus leukocity antigenai

Treg - T reguliaciniai limfocitai

CD - angl. cluster of differention, leukocity diferenciacijos antigenai

CD25 - angl. IL-2Ra — interleukin-2 a-chain receptor, interleukino 2

receptorius

GITR - angl. glucocorticoid-induced TNF receptor, gliukokortikoidy

indukuotas TNF receptorius

CTLA-4 - angl. Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, citotoksinio T efektorinio

limfocito Antigenas 4

FoxP3 - angl. forkhead/winged-helix  transcription  factor  P3,
forkhead/winged-helix transkripcijos faktorius P3

MAK - monokloniniai antiktinai

GM-GSF - granuliocitinis-makrofaginis kolonstimuluojantis faktorius

GMK - Gangliozidinés vakcinos



1. [IVADAS

Sergantiems melanoma pacientams, kuriems buvo paSalintos
metastazés sritiniuose limfmazgiuose, adjuvantinis gydymas alfa interferonu
(IFN-0) prailgina laikotarpi iki ligos progresavimo pradzios, o duomenys apie
bendrojo iSgyvenimo pailgéjima yra priestaringi (1). 10 mety iSgyvena 33-88%
neiSplitusia melanoma (I-II ligos stadija) serganCiy pacienty, todél Siems
pacientams aktualus adjuvantinio gydymo klausimas (2,3). Pirmyjy tyrimy
rezultatai parodé, kad adjuvantiné imunoterapija gali pailginti tokiu pacienty
laika iki ligos progresavimo pradzios ir i§gyvenimo trukmeg, bet kity autoriy

tyrimai §iy rezultaty nepatvirtino (1,4,5,6).

IFN-0 gydomu pacienty iSgyvenimo trukmé gali priklausyti nuo
prognoziniy veiksniy. Vienas i§ galimy prognoziniy veiksniy yra naviko
proliferacijos Zymuo Ki-67. Ki-67 — tai lastelés branduolio baltymas,
aptinkamas visose lastelés ciklo fazése, iSskyrus GO, ir rodantis naviko
proliferacini aktyvuma bei naviko augimo frakcijos dydi (7). Naviko augimo
frakcijos (aktyviai proliferuojanciy navikiniy lasteliy dalis visoje lasteliy
populiacijoje) dydis siejamas su daugelio lokalizaciju onkologinés ligos
prognoze, todél tikétina, kad Sis rodiklis svarbus ir melanomos atveju (8.9).
Yra nurodomas rysys tarp Ki-67 rodiklio ir greitesnio ligos progresavimo esant

didelei melanomos pirminio naviko infiltracijai (10).

Melanoma yra laikoma nuo imuninés sistemos priklausomu piktybiniu
naviku. Rizika susirgti Siuo piktybiniu naviku padidéja, kai imuniné sistema
yra susilpnéjusi, o gydoma melanoma taikant imunoterapija (citokinus). Nors
imunologiniy tyrimy melanoma sergantiems pacientams atlikta daug, taciau
néra nustatyta neabejotiny imunologiniy faktoriy, nuo kuriy priklauso ligos

eiga ir imunoterapijos efektyvumas.



1.1 Darbo tikslas

Istirti naviko proliferacijos Zymens Ki-67 prognozing ir prediktyving

reik§mg bei T limfocity subpopuliaciju poky¢ius esant neiSplitusiai melanomai.

1.2 Darbo uzdaviniai

1. I8tirti melanomos pirminio naviko augimo frakcijos (Ki-67) reik§me
ligoniy i§gyvenimo trukmei ir gydymo IFN-a veiksmingumui, kai naviko storis

> 1,5 mm.

2. Istirti periferinio kraujo T limfocity subpopuliacijy pokycCius esant

neisplitusiai melanomai.

3. Istirti melanomos pirminio naviko augimo frakcijos Ki-67 rysi su

periferinio kraujo T limfocity subpopuliacijomis.

1.3 Ginamieji teiginiai

1. Ki-67 neturi prognozinés vertés iSgyvenimo trukmei pacienty,

serganciy neisplitusia melanoma, kai naviko storis yra didesnis negu 1,5 mm.

2. Neindividualizuotas neisplitusios melanomos gydymas IFN-a

nepailgina pacienty iSgyvenimo trukmes.

3. Gydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacienty iSgyvenimo

trukmé priklauso nuo Ki-67 reik§més.

4.Sergant nei$plitusia melanoma, T limfocity subpopuliacijy kiekiai

periferiniame kraujyje yra pakite.



2. TEORINES DARBO PRIELAIDOS (LITERATUROS
APZVALGA)

2.1 Odos melanoma — trumpi epidemiologiniai duomenys ir Siuolaikiné

Kklasifikacija

Pasaulyje kasmet uzregistruojama apie 160 000 nauju melanomos
atvejy (11). Melanoma pagal susirgimy daznéjima priskiriama prie greiciausiai
daznéjanciy naviky — nuo 1950 iki 2000 mety padaznéjo 697% (12). Vézio
registro preliminariais duomenimis, 2007 metais Lietuvoje buvo nustatyta 263
melanomos atvejai. Vyry ir motery sergamumas 2007 metais Lietuvoje buvo
atitinkamai 5,6 ir 9,7/ 100000 gyventoju. Palyginti su ankstesniais metais,
sergamumas turi tendencija didéti ir 1995 metais buvo 4,5/100000 gyventojy, o
2005 buvo nustatyta 7,0/100000 gyventojy. Dazniausiai buvo nustatoma III
ligos stadija, ir ji sudar¢ 33% visy atveju, o moterims daZniausiai buvo
nustatyta [ ligos stadija, ir ji sudaré 35,4% visu atveju. Vyry ir motery
mirtingumas 2005 metais Lietuvoje buvo atitinkamai 2,9 ir 3,0/100000
gyventoju. Palyginti su ankstesniais metais, mirtingumas turi tendencija didéti
ir 1995 metais jis buvo 1,6/100000 gyventoju, o 2005 buvo nustatyta
2,9/100000 gyventojuy (13).

Siuolaikiné melanomos TNM klasifikacija patvirtinta 2002 metais
AJCC. T - tai pirminio naviko storis (matuojamas milimetrais nuo griidétojo
lasteliy sluoksnio iki giliausios melanomos lastelés) ir naviko iSopéjimas.
Clarko infiltracijos lygis yra svarbus esant T1 reikSmei. N - tai metastazés
sritiniuose limfmazgiuose ir pazeisty limfmazgiy kiekis. M - tai tolimosios
metastazés ir ju vieta bei serumo laktato dehidrogenazés (LDH) koncentracija.
IStyrus pacienta objektyviai, t. y. atlikus radiologinius ir laboratorinius tyrimus,
I ir II klinikiné stadija diagnozuojama, kai nenustatoma metastaziy sritiniuose

limfmazgiuose ir tolimyjuy metastaziy. III stadija diagnozuojama, kai randama



metastaziy sritiniuose limfmazgiuose. IV stadija nustatoma, kai aptinkama

tolimyju metastaziy. Melanomos TNM klasifikacija parodyta 1 lenteléje.

1 lentelé. Melanomos TNM klasifikacija (2002 m., AJCC) (2,3)

TNM ApraSymas
T
Tis néra invazijos | derma (I lygis
pagal Clarka)
1a <1,00 mm, néra iSopéjimo

1b <1,00 mm, yra iSopéjimas arba

IV/V lygio Clarko infiltracija
2a  1.01-2,00 mm, néra iSopé&jimo
2b 1.01-2,00 mm, yra iSop¢jimas
3a  2,01-4,00 mm, néra iSopéjimo
3b 2,01-4,00 mm, yra iSop¢jimas

4a >4,00 mm, néra iSop¢jimo
4b >4,00 mm, yra iSopé&jimas
N

la 1 limfmazgis, mikrometastazé
1b 1 limfmazgis, makrometastazé

2a 2-3 limfmazgiai,
mikrometastazés
2b 2-3 limfmazgiai,
makrometastazés
2c In-transit arba satellite
metastazes

3 >4 metastaziniy limfmazgiy arba
limfmazgiy konglomeratas, arba
derinys in-transit ir satellite
metastaziy, arba iSopé&jusi
melanoma esant metastaziy
limfmazgiuose
M
Mla Tolimosios odos, poodzio arba
limfmazgiy metastazés, norma
atitinkantis LDH kiekis
M1b Metastazés plauciuose, norma
atitinkantis LDH kiekis
Mlc Visceralinés metastazés ir norma
atitinkantis LDH kiekis arba bet
kokia tolimoji metastazé ir
padidéjes LDH kiekis
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Stadija

IA
1B

1B
ITA
ITA
IIB
IIB
IIC
IITA
A
I11B
IITA

111B
I11B

I1C

v
v

v

v

TNM
klasifikacija

Tis 0 0

1a00
1b00O

2a00
2b00
300
3b00
4a00
4600
1-4a1a 0
1-4a2a0
1-4b1a0
1-4b2a 0

1-4b 1b 0
1-4b 2b 0
1-4b 1b 0

1-4b2b 0
bet koks T3 0

Bet koks TN M
Bet koks TN 1la

Bet koks TN 1b

Bet koks TN 1c¢



Mikrometastazés diagnozuojamos pasalinus sarginj limfmazgi arba
visiskai pasalinus limfmazgius,; makrometastazés apibudinamos kaip kliniskai
aptinkamos mazginés metastazés. Makrometastazés patvirtinamos po

limfonodektomijos.

Remiantis Siuolaikine melanomos TNM klasifikacija, palyginti su
ankstesniu jos variantu, tiksliau apibiidinama pirminio naviko, sritiniy ir
tolimyju metastaziy biiklé. Tai padeda tiksliau ivertinti kliniking ligos stadijg ir

prognozuoti ligonio i§gyvenimo trukmg.

Klinikoje daznai naudojama patologoanatominé klasifikacija. Pagal ja

daZniausiai iSskiriamos $ios melanomos formos:

Plintanti pavirS$iumi — sudaro 70% visy melanomy, pasiZymi

horizontaliu augimu ir geresne i§gyvenimo prognoze.

Mazgin¢ — sudaro 15-20% visy melanomy, pasizymi vertikaliu augimu

ir blogesne iSgyvenimo prognoze.

Akraline (galtiniy) — retesné melanomos forma, pasitaiko apie 5-10%

atveju, atsiranda pirSty galy, plastaky odoje, yra ponaginé forma.

Lentigo maligna - daZnesné¢ moterims, buidingas horizontalus, létas

augimas, dazniau pasitaiko veido odoje, pasizymi gera prognoze.

Kitos - amelanocitiné melanoma, gleiviniy melanoma, desmoplastiné

melanoma ir kitos retos formos.

Taip pat reikia pazyméti, kad pasitaiko ir vidaus organy bei akies

melanoma.
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2.2 Melanomos prognoziniy faktoriy apzvalga

Melanoma serganciy pacienty iSgyvenimo trukmés prognozinis
rodiklis, kuris nustatomas per pirmaji paciento iStyrima, yra ligos stadija (17).
Pacienty iSgyvenimo trukmés priklausomybé nuo ligos stadijos parodyta 2

lenteléje.

2 lentelé. Melanomos stadija ir isgyvenimo trukmé (pagal 2002 m.
AJCC klasifikacijq) (2,3)

Stadija TNM 5 mety 10 mety
iSgyvenamumas(%)iSgyvenamumas(%o)

1A 1a00 95,3 87,9
IB 1b00O 90,9 83,1
IB 2a00 89,0 79,2
ITA 2b00 77,4 64,4
oA 3200 78,7 64,4
1B 3b00 63,0 50,8
1B 4a00 67,4 53,9
IIC 4b00 45,1 32,3
A 1-4a1a0 69,5 63,0
1A 1-4a2a 0 63,3 56,9
111B 1-4b 1a 0 52,8 37,8
A 1-4b2a 0 49,6 35,9
111B 1-4b 1b 0 59,0 47,7
111B 1-4b 2b 0 46,3 39,2
mc 1-4b 1b 0 29,0 244
1-4b2b 0 24,0 15,0
betkoks T3 0 26,7 18,4

v (Bet koksTN) M 14,3 7,1
v (Bet koks TN) la 18,8 15,7
v (Bet koks TN) 1b 6,7 2,5
v (Bet koks TN) 1c 9,5 6,0

Si stadijy sistema, naudojama skirtingose melanomos duomeny bazése,
parodo koreliacija tarp didéjancios stadijos ir mazéjancios iSgyvenimo trukmeés
esant padidéjusiam skirtumui tarp subkategoriju (14,15,16) ir palengvina

suskirstyti pacientus | panaSios prognozés grupes klinikiniy tyrimy metu. Bet

12



tokioje melanomos klasifikacijoje fiksuojami tik dideli histopatologiniai ir
klinikiniai pokyciai, kuriais remiantis neimanoma i$samiai apibidinti ligos
prognozés ir paskirti individualizuoto gydymo. Taigi svarbils tolesni

prognoziniy ir prediktyviniy Zymeny tyrimai.

prognozeg. IS histopatologiniy rodikliy ypac svarbus yra naviko storis, kuris
matuojamas milimetrais nuo stratum granulosum iki giliausio naviko invazijos
tasko. 1970 m. Breslow iskele ligos prognozés priklausomybés nuo naviko
storio koncepcija, kuri iki Siol yra viena i$ pagrindiniy, vertinant melanomos
prognoze (18). 1969 m. Clarko pasitlyta klasifikacija, pagal kuria naviko

infiltracija nustatoma remiantis anatomine odos sritimi:
I lygis — navikas iSplitgs tik epidermyje ar epitelyje;
IT lygis — navikas infiltraves dali spenelinio tikrosios odos sluoksnio;

III lygis — navikas ,,uzpildes visa spenelinj tikrosios odos sluoksnj ir
jo lastelés pasiekusios kraujagysliy rezgini, skiriantj spenelini bei tinklini

tikrosios odos sluoksnius, bet uz jo neisplinta;
IV lygis — navikas isiskverbgs i tinklinj tikrosios odos sluoksni;
V lygis — navikas i$plites poodyje ir gilesniuose audiniuose.

Siuolaikinéje melanomos TNM klasifikacijoje Clarko pasitilyta klasifikacija
naudojama tik apibiidinti T1 (naviko) vertg. P. Buttneris ir kiti iStyré 5093
pacientus ir nustaté, kad, didéjant naviko storiui, trumpéja pacienty iSgyvenimo
trukmé, taip pat buvo nustatyta, kad TNM Kklasifikacijoje naudojant derinj tarp
naviko storio pagal Breslow ir naviko invazijos pagal Clarka tiksliau nustatoma
ligos prognozé (19). Ligos prognozei svarbus ir melanomos naviko augimo
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tipas. Vertikalus naviko augimas salygoja trumpesng iSgyvenimo trukme ir
asocijuojasi su ankstyvu metastazavimu (20). Naviko iSopé€jimas turi
prognozings reikSmés, jeigu iSop¢jimo skersmuo yra ne mazesnis nei 3 mm, ir
yra svarbus nustatant I, II ir III ligos stadija, bet veiksniai, kurie sukelia $ia
biiklg iki Siol néra aiskis (15). Pacientai, kuriems yra iSopéjgs navikas, gyvena
trumpiau nei pacientai, kuriems yra tokio pat storio, bet neiSopéjgs navikas
(17). Pirminio naviko regresija gali pabloginti ligos prognozg, ir yra duomeny,
kad tai gali buti plonos, linkusios metastazuoti melanomos pozymis (21,22,23),
nors kiti autoriai nemano, kad regresija paaiskina ankstyva plonos melanomos
metastazavima (24,25). Naviko limfocitiné infiltracija gali biiti geras
prognozinis pozymis (26), bet kiti autoriai tai neigia (27,28). Naviko
vaskuliarizacija asocijuojasi su greitesniu naviko metastazavimu ir sutrumpina
iSgyvenimo trukme (29). Tokie rodikliai kaip amzius, lytis, naviko lokalizacija
turi neabejotinos prognozinés reikSmes ir jvertinti daugelio tyrinétoju
(30,27,31,32,33,17). 5 ir 10 mety iSgyvenamumas priklausomai nuo klinikiniy
ir histopatologiniy rodikliy parodytas 2 lenteléje.

2 lentelé. Klinikiniai ir histopatologiniai prognoziniai Zymenys* (34)

Zymenys/kategorijos ISgyvenamumas 5-10 mety(%)

Klinikiniai variantai
AmZius (m.)

10-19 81(10 m.)
20-29 77
30-39 77
40-49 75
50-59 69
60-69 63
70-79 56
>80 43
Lytis
Vyrai 57 (8 m.)
Moterys 83
Anatominés sritys
Galtuinés(rankos kojos) 87 (8 m.)
Kritinés lasta, kaklas, galva 62
Volelio arba ponaginé forma 46
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Histologiniai variantai |

Melanomos augimo tipas
Radialus
Vertikalus
Plonos (<1 mm) melanomos
<l
1.01-2,0
2.01-4.0
>4.0
Invazijos lygis pagal Clarka
II
11
v
\Y%

Mitozinis aktyvumas (/mmz)
0
<6
>6
ISopéjimas
Neéra
Yra
Limfocity infiltracija
Difuziné limfocity infiltracija
Fokusiné limfocity infiltracija
Limfocity infiltracijos néra
Regresija
Neéra
Yra
Plona (<1,5 mm) melanoma
Neéra
Yra
Kraujagysliy invazija
Neéra
yra
Naviko vaskuliarizacija
Néra (kraujagyslinis tinklas
nepakites)
Nedidel¢ arba vidutiné
( daugiau smulkiy arba
iSsiplétusiy kraujagysliy)
Ryski (daugiau aiskiai
matomy placiai isiplétusiy
kraujagysliy)

100 (8 m.)
71

91 (10 m.)
78
62
38

98 (10 m.)
92
69
25

95 (8 m.)
79
38

82
44

55 (10 m.)
45
27

77 (8 m.)
60

93 (5m)
54
33
88

75

58
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\ Naviko mikrosatelitas/ai \

Néra 65 (10 m.)
Yra 37
Histologiné klasifikacija
Akraliné melanoma 75 (8 m.)
Radialiai plintanti melanoma 9

Morfologiniai melanomos
lasteliy poZymiai (fenotipas)

Standartiné I ir II stadijos 75 (5 m.)
melanoma

Desmoplastiné ir neuropropiné 90 (5 m.)
melanoma

* Pritaikyta is Carlson et al.

Klinikiniai ir histopatologiniai zymenys padeda nustatyti ligos
prognozg, taciau Siy zymeny nepakanka, kad galima biity individualiai parinkti
gydyma. Todél tiriami naviko molekuliniai ir imuninés sistemos Zymenys,

kurie suteikia papildomos informacijos apie ligos ypatumus.

2.2.2 Su naviku susij¢ Zymenys

2.2.2.1. Serumo Zymenys

Tarp placiausiai naudojamy serumo zymeny yra (LDH), S-100p ir

melanomos aktyvuma slopinantis baltymas (MIA).

LDH - tai tirpus glikolizés fermentas, kuris randamas beveik visuose
Zmogaus organuose ir audiniuose, ypa¢ jo daug raumenyse. Tai, kad LDH i§
lastelés patenka i kraujo seruma, parodo plazminés membranos trukius ir yra
nekrozés zymuo. LDH koncentracijos padidéjimas serume rodo ligos
progresavimg. Kaisermanas atliko 30 pacienty, kuriems buvo uvealiné
melanoma, analiz¢ ir nustaté, kad LDH koncentracija buvo ties virSutine
normos riba arba vir$ijo norma 80% pacienty, kuriems po 6 ménesiy ultragarsu

arba KT buvo nustatytos metastazés kepenyse, nurodydamas, kad LDH néra
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specifinis zymuo kepenu metastazéms prognozuoti. Vis délto manoma, kad
reikia fiksuoti ne tik patologinius LDH pakitimus, bet atkreipti démesi ir i

LDH koncentracija, kuri yra arti vir§utinés normos (35).

MIA - tai baltymas, kuris randamas melanomos lastelése ir silpnina
navikiniy lasteliy ry$i su tarplasteliniu uzpildu (matriksu), taip didindamas

invazinio augimo potenciala (36,37).

S-100p — tai kalcj suriSantis baltymas, kuris randamas melanomos
lastelése ir naudojamas melanomos imunohistochemingje diagnostikoje, ypac
amelanocitinei melanomai nustatyti (38,39). Kaip prognozinis rodiklis, S-1003

yra jautresnis ir specifiSkesnis nei MIA (40,41).

Nors egzistuoja glaudus rySys tarp serumo Zymeny koncentracijos ir
naviko masés, serumo Zymenys néra tinkami atrankinei patikrai ar pirminei
melanomai nustatyti (42). Pacienty, kurie turi tolimyju metastaziy ir kuriy
serume yra padidéjusi LDH, S-100B, MIA koncentracija, iSgyvenimo trukmé
yra trumpesné nei pacienty, kuriy serumo Zymenu koncentracija yra
neperzengusi normos riby (3,42,43,44,45). Vis délto serumo zymenys dabar
turi tik ribota prognozing vert¢ naudoti klinikinéje praktikoje melanomos

atveju.
2.2.2.2. Molekuliniai melanomos Zymenys

Dauguma molekuliniy Zymeny dar tebetiriami ir neturi praktinés
reik§més. Siandien Zinomi daugiau kaip 100 geny ir/arba baltymu, kuriy
pakitimy randama naviko lastelése. Kiekvienas navikas turi tiek bendry, tiek ir
unikaliy pakitimy derini. Nustatyti molekuliniai Zymenys gali padéti spresti
apie naviko augimo greitj, invazija i aplinkinius audinius ir kraujagysles,
metastazavima ir jautruma gydymui. 2003 metais Carlsonas iSskyré daugiausia
zadanCius molekulinius Zymenis: MLSN-1 (melastatinas), MMP, VEGF,

p16INK4a/CDK2NA, Ki-67 (8). Toliau pateiktos Siy zymeny savybés.
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Melastatinas (MLSN-1) yra genas, kuris dar vadinamas melanomos
supresijos genu, ir yra TRPM genuy Seimos atstovas (46). Literatiiros
duomenimis, S§is genas turi prognozinés reikSmés nustatant melanomos
progresavima — pacientai, prarad¢ Si gena, gyvena trumpiau. IStyrus 150
pacienty, serganciy melanoma, buvo pastebéta, kad i§ I stadijos melanoma
serganciy pacienty, neturin¢iy Sio geno, 8 metus iSgyveno 77% £ 15%, o i$ I
stadijos liga serganciy tokiy pacienty 8 metus iSgyveno 51% + 8%. Nors
MLSN-1 praradimas salygoja blogesng prognoze, mes negalime teigti, kad Sio
geno praradimas bitinas, kad atsirasty melanomos metastazinis potencialas

7).

MMP - tai proteoliziniai fermentai, kuriuos iSskiria melanomos
lastelés. Sie fermentai suskaido tarplastelini uZpilda, ir tai yra pirmasis
melanomos lastelés invazijos i sveikus audinius zingsnis. Pavyzdziui, manoma
kad MMP-2 (zelatinazé 2) didina melanomos lastelés pajéguma prasiskverbti
pro bazing membrana. Be to, Sio fermento raiska koreliuoja su hematogeniniu
metastazavimu ir pablogina 5 mety i§gyvenima vyrams (48,49,50). Vidisdnenas
iStyre 29 uvealinés melanomos atvejus ir nustaté, kad MMP-2 turinciy pacienty
5 mety iSgyvenimas statistiSkai buvo blogesnis nei MMP-2 neturinCiy pacienty
(51). Tiriamyju skaicius néra didelis, todé¢l Siy fermenty dar negalima naudoti

praktikoje.

VEGF lemia fiziologing (normalia) ir patologing angiogenezg.
Literatiroje pazyméta, kad VEGF koncentracija serume melanomos atveju yra
didesné negu gerybiniy odos pigmentiniy naviky atveju, ir §is rodiklis gali biti
naudojamas atskirti melanocitini apgama nuo melanomos (52,53). Taciau
reikia pazymeti, kad VEGF néra absoliutus malignizacijos indikatorius ir 20%
melanomy nepasizymi VEGF raiska. 2001 metais Ugurel, iStyrusi 125
melanoma sergancius pacientus, padaré iSvada, kad VEGF Zymuo turi
prognozinés reikSmés numatant laika iki progresavimo pradzios ir iSgyvenimo

trukme. Taciau tiriant VEGF prediktyving reikSme terapijai (buvo skiriamas
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gydymas IFN-o, citostatikai ir §iy vaisty derinys), nebuvo nustatyta, kad VEGF
gali biiti naudojamas kaip prediktyvinis Zymuo (54). Manoma, kad VEGF gali
biti prediktyvinis Zymuo gydant melanoma bevacizumabu (VEGFR antikiinas)
(55), bet kadangi apie 20% melanomy padidéjusi VEGF raiska néra buidinga,

Sio zymens negalima taikyti visiems melanoma sergantiems pacientams.

pl6 INK4a, kaip navikus supresuojantis genas, atlicka esminji
vaidmen] melanomai progresuojant (56,57). pl6 INK4a slopina nuo cikliny
priklausanciy kinaziy CDK4 ir CDK6 aktyvumga ir stabdo lasteliy peréjima i$
lasteliy ciklo G1 fazés i S fazg (58,59,60). 25% Seimy, kuriose yra paveldéta
melanoma, buvo mutaciju pl6 INK4a gene (61). Straume iStyré 202
melanomos atvejus ir nustaté, kad Sio geno netekimas susijes su greitesniu
naviko progresavimu, blogesne iSgyvenimo prognoze ir koreliuoja su

didéjancia Iasteliy proliferacija (Ki-67 indeksu) (62).

Ki-67 yra navikiniy lasteliy proliferacijos zymuo, ir i§ lastelés ciklo
zymeny Sitas rodiklis tiriamas daugiausia. Ki-67 yra lastelés branduolyje
esantis baltymas. Sis baltymas nustatomas visose lastelés ciklo fazése, idskyrus
GO. Ki-67 zymuo rodo naviko augimo frakcijos dydj, t.y. naviko proliferacini
aktyvuma (7). Ki- 67 naudojamas ir melanomos pirminio naviko diferencingje
diagnostikoje. Ki-67 rodikliui esant didesniam negu 5% greiciausiai bus
nustatyta melanomos, o ne apgamo diagnozé (63,64,65,66). Naviko augimo
frakcijos dydis siejamas su daugelio lokalizacijy piktybiniy naviky
progresavimu, taip pat Sis rodiklis svarbus ir melanomos atveju (9,8). 2001
metais Ostmeieris iStyres 399 pacientus nustate, kad Ki-67 turi prognozing
reikSme¢ nustatant laika iki progresavimo pradzios esant neiSplitusiai
melanomai. Geresné prognozé buvo Ki-67 esant <75 last./mm? (9).Yra
duomeny apie Ki-67 rodiklio reik§me¢ plonai melanomai metastazuoti. IStyrgs
167 pacientus, sergancius melanoma, kai naviko storis buvo iki 1 mm,
Frahmas su kitais tyrinétojais nustaté, kad 4 pacientams i§ 5, kuriy Ki-67

rodiklis buvo didesnis kaip 25%, atsirado metastaziy, ir §ie pacientai neturéjo
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kity faktoriy, predisponuojanciy ankstyva progresavima (67). Kita vertus,
Bni iStyrusi 34 pacientus, nerado koreliacijos tarp Ki-67 ir metastazavimy
melanomos storiui esant iki 0,75 mm, bet naviko storiui esant >1,5 mm
pacientams, kuriy Ki-67 rodiklis — 12,3+/-7,7%, laikas iki progresavimo
pradzios buvo trumpesnis (10). Pagal Carlsono 2003 metais paskelbta analizg
Ki-67 tiesiogiai koreliuoja su naviko metastazavimu ir pacienty iSgyvenimo
trukme, taciau autorius nurodo, kad proliferacinio aktyvumo reikSmé priklauso
nuo melanomos naviko storio ir, jam pasiekus 1,5-2,0 mm storj, Ki-67
praranda prognozing verte (8). Kaip matome, duomenys yra priestaringi, todél
tikslingi tolesni tyrimai nustatant Ki-67 prognozing reikSme¢ melanoma

serganciy pacienty iSgyvenimo trukmei.

Gydymas interferonu paremtas antiproliferaciniu veikimu, todeél i§ visy
iSvardyty Zymenu mes pasirinkome Ki-67, kuris tiesiogiai parodo naviko
proliferacini aktyvuma ir daZnai naudojamas kaip pagrindinis proliferacijos

zymuo, su kurio aktyvumu lyginamas kity Zymeny informatyvumas.

2.2.3 Melanomos imunologija

Idéja, kad imuniné sistema gali sunaikinti vézines lasteles ar
kontroliuoti juy augima, gimé daugiau negu prie$ 120 mety. Ikvéptas antikiiny
savybiy pazinti infekcinius veiksnius ir vézines lasteles, Paulis Ehrlichas 1880
metais pasiiilé terming “stebuklinga kulka”. 1890 metais Niujorko chirurgas
Williamas Coley pastebéjo, kad kai kuriems véziu sergantiems jo pacientams
navikai iSnykdavo ar sumazédavo po sisteminiy infekciju. Coley teigé, kad
sisteminé infekcija gali nespecifiskai suaktyvinti imuning sistema, kuri kovoja
pries piktybinius navikus. Coley ruosé ekstraktus i§ bakterijy, kuriy sukeltos
infekcijos buvo susijusios su naviky regresija, ir bandé Siais ekstraktais gydyti
kitus véziu sergancius pacientus. Bakterijy ekstraktais, vadinamais Coley
toksinais, kartais pavykdavo sukelti didelés masés naviky regresija, ir tai tuo
metu keélé nemaza susidoméjima. Deja, Coley toksinai pasizyméjo dideliu
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toksisSkumu, o ju prie$navikinio veikimo mechanizmas liko neaiskus. Dél §iy
priezasCiy placiau vartoti Coley toksinus buvo atsisakyta. Beje, idomu
pazymeti, kad “Coley toksiny” terminas prigijo déka Williamo Coley oponento
Jameso Ewingo (aprasiusio jo pavarde pavadinta Ewingo sarkoma), kuris
man¢, kad Williamas Coley per daug tikéjo bakteriju ekstrakty priesnavikiniu
poveikiu ir per mazai démesio kreipé i S$iy ekstrakty toksiSkuma. 1961 m.
Kleinas pirma karta pademonstravo efektyvy prieSnavikini imuniteta, kuris
buvo sukeltas polyoma virusy gyvuliams, imunizuotiems $iuo virusu. Sie

tyrimai davé stipry impulsa vystytis naviky imunologijai.

Melanoma, kaip ir kiti navikai, atsiranda ir vystosi organizme dél
ivairios kilmés genetiniy sutrikimy: fizikiniy, cheminiy kancerogeny ar virusy
sukelty geny pakitimy, spontaniniy geny mutaciju lasteliy dalijimosi metu.
Kaip zinoma, Sie pokyciai turéty sukelti tam tikry baltymy, kurie nebiidingi
normalioms lasteléms, ekspresija navikiniy lasteliy pavirSiuje. Tokie baltymai
galéty buiti navikiniais antigenais, kuriuos, kaip svetimus, turéty atpazinti ir
sunaikinti imuniné sistema. Vézys vystosi kaip sgveikos tarp transformuoty
lasteliy ir ju mikroaplinkos rezultatas ir imuniné sistema nebiitinai turi buti
nusilpusi. Dar 1940-1950m. Zilberis ir Goreris rado navike antigeny, kuriu
panaudojant Siuolaikinius tyrimo metodus (RT-PCR ir monokloniniai
antiktinai) ir klonuotus citotoksinius T limfocitus pavyko daugiau suprasti apie
santykius tarp melanomos naviko ir organizmo. Citotoksiniy T limfocity
klonai, kurie yra specifiniai autologinéms navikinéms lasteléms, buvo gauti i§
melanoma serganciy pacienty periferinio kraujo arba i§ navika infiltruojanciy
limfocity (68). Sis metodas leido identifikuoti daugelj antigeny, kuriy sarasas

nuolat didéja.

Identifikuoti antigenai padalyti i 5 grupes (69):
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1. Navikiniai-festis antigenai. Molekuliniai tyrimai parodé, kad Sios
grupés antigenus koduojantys genai budingi ir normalioms organizmo
lasteléms, taCiau suaugusio organizmo lastelés jo neekspresuoja, iSskyrus
séklidziy ir placentos lasteles. Navikinése lastelése Sie genai suaktyvinami
(70). MAGE-1 buvo pirmasis klonuotas su naviku susij¢s zmogaus antigenas,
i8skirtas i§ Zmogaus, turin¢io labai stipry CD8+ T limfocity aktyvuma pries
autologines melanomos lasteles. MAGE-1 koduoja melanomini antigena ir
aptinkamas beveik 40% zmogaus melanomu, 20% kriities vézio ir 30% plauciuy
smulkialastelinio véZio atveju. Navikiniy-festis antigeny pagrindu yra kuriamos
antinavikinés vakcinos. Nors tokie genai labiausiai istirti i§ visy su navikais
susijusiy geny ir su jais siejamos viltys sukurti efektyvias vézio imunoterapijos

strategijas, ju fiziologinés funkcijos néra aiskios.

2. Diferenciacijos antigenai. Sic su navikais susije antigenai badingi
normalaus audinio tam tikry vystymosi stadiju lasteléms ir diferencijuotose
lastelése neekspresuojami. Juos gali ekspresuoti ir navikinés lastelés, kurios
iSsivyste i$ to audinio lasteliy. Daugiausia i§ dabar zinomy Sios klasés antigeny
randama normaliuose melanocituose ir melanomuy lastelése (tirozinaze, su

tirozinaze susij¢ baltymai TRP-1/-2, MelanA/MART-1, gp100 ir gp75) (71).

3. Antigenai - lastelinio streso signalo perdavimo molekulés.
Siuolaikiniai tyrimy rezultatai pateikia jrodymu ir apie Zmogaus jgimto
imuniteto lasteliy galimybes kai kuriais atvejais atskirti navikines lasteles nuo
normaliy organizmo lasteliy. Siy tyrimy démesio centre — molekulés, kurios
atlieka lastelinio streso signalo perdavimo vaidmeni. Tai su I klasés HLA
grandine susij¢ baltymai A ir B (MICA/B). MICA/B yra nespecifines
citolizines funkcijas aktyvinan¢io NKG2D receptoriaus ligandas. Sj receptoriy
turi nattiral@is kileriai, y/0T limfocitai ir dalis CD8+ T limfocity. MIC baltymy
ir NKG2D saveika aktyvina nespecifines NK lasteliy citolitines reakcijas ir

kostimuliuoja specifiniy CD8+ limfocity citotoksiSkuma.
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IStyrus normalius organizmo audinius, nustatyta, kad Sie baltymai
ekspresuojami tik skrandzio bei Zarnyno epitelio lastelése. MICA/B baltymy
ekspresija lastelése indukuojama Siluminio Soko baltymy ar infekcijos
poveikio. Padidéjusi Siy baltymuy ekspresija nustatyta ir daugeliy navikiniy
lasteliy pavirSiuje: melanomos, plauciy adenokarcinomos, kriities, inksty,
kiausidziy, prostatos ir storzarnés vézio atvejais.

MICA/B reik§mé naviky imuninés prieziliros procesuose yra dvejopa.
Tyrimais nustatyta tiesioginé koreliacija tarp naviko infiltracijos /8T
limfocitais ir MICA/B e¢kspresijos naviko lasteliy pavirSiuje o ex vivo
tyrimuose y/0T limfocity sugebéjimo pazinti ir lizuoti MIC+ navikines lasteles.
Taciau tuo pat metu pateikiama duomeny, kad navikus (tieck MIC molekules
turincius, tiek juy neturincius) infiltruojanciy limfocity bei periferinio kraujo
limfocity pavirsiuje NKG2A receptoriaus ekspresija gali bati ir sumazéjusi. Sio
reiskinio paaiskinimas buvo pateiktas véliau, jrodzius, kad sumazé¢jusi NKG2D
ekspresija susijusi su tirpiyju MIC baltymy frakciju atsiradimu, ir $i navikiniy
lasteliy savybé buvo jvardyta ,,$érimusi® (angl. shedding). Limfocity specifinio
citotoksiskumo slopinimas ekstraceliuliariai iSskiriant savo antigenus yra
vienas i§ budy, kuriais besivystydamas navikas nuslopina imuninés priezitiros

reakcijas.

4. Superekspresuoti antigenai, atlickantys augimo faktoriaus
receptoriaus funkcijas (HER-2/neu, EGFR) Lasteliniy onkogenu koduojami
baltymai gali buti vertinami kaip navikiniai antigenai. Protoonkogenas HER-
2/neu koduoja baltyma, homologiska epidermio augimo faktoriui, todél
manoma, kad jis pats atlicka augimo faktoriaus receptoriaus funkcijas. Sio
geno amplifikacija sukelia baltymo superekspresija, kuri pasireiskia 30—40%
kriities, kiauSidziy, gimdos kiino, skrandzio vézio, plauciy adenokarcinomos

atveju.

5. Virusiniai antigenai, pavyzdziui, antigenai, koduojami zmogaus

papilomos virusais arba Epstein-Baro virusais.
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Taigi imuninés sistemos lasteliy antigeniniais taikiniais gali buti
daugybé skirtingy navikiniy lasteliy struktiiry, dalis kuriy yra pakankamai gerai

identifikuota, kita dalis dar tiriama arba egzistuoja tik hipotezése.

Zmogaus imuninés sistemos prie$navikiniai citolitiniai efektoriai yra
citotoksiniai T limfocitai ir NK lastelés (nattralts kileriai). CD8+ citotoksiniai
T limfocitai atpaZista antigeninius peptidus, kurie koduojami MAGE arba kity
mutavusiy geny melanomos lastelése. Bet atpazinimas btina efektyvus tik tada,
jeigu antigenas yra pateikiamas kartu su HLA 1 klases molekulémis. NK
lastelés naikina melanomos lasteles netgi tada, jeigu lastelé praranda savo
pavirSiuje HLA I klasés molekules. Pagal citotoksinio poveikio mechanizma
NK lastelés panasios i citotoksiniy T limfocity lasteles (72). Pastaruoju metu
vis daugiau reikSmés imunologinio atpazinimo procesuose teikiama
dendritinéms lasteléms. Tai imuninés sistemos lastelés, kurios savo pavirSiuje
ekspresuoja HLA 1 ir II klasés molekules ir kitas kostimuliacines molekules.
Dendritinés lastelés pristato CD8+ citotoksiniams limfocitams antigenus
peptidus per HLA I klasés molekules ir CD4+ T limfocitams per HLA II klasés
molekules. CD4+ T limfocitai produkuoja citokinus, kurie suaktyvina
dendritines lasteles ir citotoksinius T limfocitus. Kaip matome, HLA 1 klasés
molekulés vaidina svarby vaidmeni atpaZzistant navikines lasteles ir pagrindiné
navikiniy lasteliy rezistencijos citotoksiniams T limfocitams priezastis yra §iy
molekuliy praradimas (73). Yra zinoma, kad ankstyvoje stadijoje navikines
lasteles ekspresuoja ir HLA I klasés molekulés, o vélesniy stadijy navikai Siy
molekuliy ekspresavo maziau arba visai neekspresavo (74). Tokie faktai gali
paaiskinti mazai arba visai neekspresuojanc¢iy HLA 1 molekuliy naviky
greitesnj progesavima ir rezistencija imunoterapijai, kuri aktyvina citotoksinius

T limfocitus.

Apie melanomos antigenines savybés Zinoma nemaZzai, o apie T
limfocity poky¢ius, kurie gali daryti itaka melanomai atsirasti arba paankstinti

ligos progresavima, zinoma nedaug. Rizika susirgti Siuo piktybiniu naviku
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padidéja, kai imuniné sistema yra nusilpusi (75), todél melanoma sergantiems
pacientams taikoma imunoterapija  (citokinai). = Nenustatyta, kokie
imunologiniai pokyc¢iai budingi ankstyvyjy stadijuy melanoma sergantiems

pacientams.

Kaip minéjome anksciau, esant melanomai, priesnavikinése imuninés
sistemos reakcijose didziausia reikSme turi T limfocitai, t.y. CD4+ ir CD8+
limfocitai. T supresiniy limfocity egzistavima ir ju funkcijas imunologai
kontraversis$kai aptarinéjo jau kelis deSimtmecius, taciau tik apie 2000-uosius
metus buvo apibiidinta viena i§ supresoriy populiacijy — naturaliy CD4+ T
reguliaciniy limfocity subpopuliacija.

Natiralis T reguliaciniai limfocitai yra specializuota CD4+ T
limfocity subpopuliacija, kurios pagrindiné funkcija — autoimuniniy reakcijy
kontrol¢. Jie atlicka svarbiausia vaidmeni sukeliant tolerancija “saviems”
antigenams, iskaitant ir tuos, kuriuos ekspresuoja navikai. Peliy periferiniame
kraujyje jy randama 5-10% visy CD4+ limfocity (Zmoniy — 1-3%).

Tiriant Treg kieki onkologinémis ligomis serganciy ligoniy
periferiniame kraujyje, nustatyta, kad epitelinés kilmés navikais serganciyjy
kraujyje Treg kiekis 2,5 karto didesnis nei sveiky Zzmoniu. Daugumos natiiraliai
atsirandanc¢iy naviky antigenai néra pakite, palyginti su ,,savais® antigenais.
Tikétina, kad ,,savy“ antigeny superekspresija navikiniy lasteliy pavirSiuje —
vienas i§ budy, kuriais navikas aktyvina Treg limfocitus, slopinancius
efektyvias prieSnavikines reakcijas. Taigi nustatyti Treg limfocity
imunosupresinius mechanizmus gali biiti vienas svarbiausiy zingsniy gydant
Zmogaus autoimunines ligas, kontroliuojant transplantanty atmetimo reakcijas
bei parenkant efektyvius gydymo budus sergantiesiems onkologinémis ligomis.

Treg limfocitai pirmiausia buvo nustatyti ir apibudinti peliy
modeliuose. /n vitro tyrimuose konstatuota jy savybé slopinti T helperiy ir

citotoksiniu limfocity proliferacija bei citokiny sinteze.
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Treg savo pavirSiuje ekspresuoja CD25, GITR ir CTLA-4, taip pat
vidulastelini baltyma foxP3 (76,77,78). FoxP3 baltymas, budingas tiek peliy,
tiek Zmogaus Treg limfocitams, yra itin svarbus CD4'CD25" Treg limfocitams
vystytis bei ju supresorinéje veikloje. Nustatyta, kad foxP3 indukavimas in
vitro salygomis ar $io baltymo geno transfekavimas | CD4°CD25™ T limfocitus
sukelia juose intensyviag CD25, CTLA-4 bei GITR molekuliy ekspresija, ir Sie
limfocitai igyja supresoriniy savybiy (79,80).

FoxP3 priklauso forkhead/winged-helix Seimos transkripcijos
reguliatoriams. Zmogaus foxP3 baltymas (sinonimas angl. scurfin) yra 431
amino rigsties peptidas. Pagrindiné Sios Seimos savybé yra FKH domenas,
kuris reikalingas efektyviai jungtis prie DNR. Manoma, kad foxP3, kaip
transkripcijos represorius, slopina CD4+ limfocity citokiny genu ekspresija.
CD4+ limfocitai, ekpresuojantys foxP3, net ir stimuliuojant in vitro per TCR,
neiSskiria nei IL-2, IL-4, nei IFN-y.

Nepaisant Treg zymenuy ir funkciju panaSumo, zmogaus ir peliy
FOXP3 geno reguliavimas bei foxP3 baltymo sandara skiriasi. Pats foxP3
baltymas, kitaip negu peliy, turi dvi izoformas, kuriy funkcijos néra galutinai

i8tirtos.

Kitaip negu peliy, kuriy Treg formuojasi tik Ciobrialiaukéje, Zzmogaus
periferiniame kraujyje aptinkamos dvi skirtingos kilmés Treg populiacijos:
susiformavusios Ciobrialiaukéje (angl. natural) ir indukuotos periferijoje (angl.
adaptive) Treg populiacijos. Nustatyta, kad, stimuliuojant Zmogaus
CD4+CD25- limfocitus kartu su IL-2, galima indukuoti foxP3 baltymo sisteze

ir kartu supresiniy savybiy iSraiska in vitro (81).

Is CD8+ limfocity i$sivysto imuninés sistemos efektorinés lastelés,
nuo kuriy ir priklauso navikiniy lasteliy sunaikinimas ar naviko augimo
kontrolé¢ (82). Zinoma, kad IFN-o prie$navikinis veikimas asocijuojasi su
CD8+ lasteliy sukelto autologiniy navikiniy lasteliy ziities indukcija (83). Be

to, CD8+ limfocity funkcinis aktyvumas gali buti susijgs su CD8 antigeno
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tankiu lastelés pavirSiuje. Ankstesniy tyrimy rezultatai rodo, kad CD8+
limfocity dalyvavimas priesnavikinése reakcijose melanomos atveju gali buti
susijes su CDS57 antigeno raiska (84,85). CD57 yra adhezijos molekulé —
glikoproteinas, biidingas daugumai (50-60%) NK lasteliy, bet aptinkamas ir
CD4+ ir CDS8+ limfocituose. Sveiky zmoniy periferiniame kraujyje
CD8+CDS57+ limfocity populiacija yra nedidelé (vidutiniskai 16,4% visy
CD8+ limfocity). CD8+CDS57+ T limfocitai néra homogeniska subpopuliacija.
Juy fenotipas ir funkcijos kinta jvairiomis patologinémis salygomis ir gali
atspindéti imuninés sistemos citotoksini pajéguma. CD8+CD57+ T limfocitai,
i§skiriantys perforing, granzyma B, INF-y, savo pavirSiuje turintys Fas liganda,
atlieka citotoksiniy efektoriy vaidmenj. Literatiroje yra duomeny apie CD57+
limfocity kiekio naviko infiltratuose ar periferiniame kraujyje rysi su
iSgyvenimo trukme sergant melanoma ir kitais piktybiniais navikais — daugine

mieloma, ploks¢ialgsteliniu plauciy véziy (86,87).

Tiriant limfocity subpopuliacijas prie§ pradedant iSplitusio inksty
piktybinio naviko imunoterapija interferonu alfa2b, pastebéta: jei
CD8highCD57+ limfocity yra <30%, iSgyvenimo trukmé Zymiai ilgesné nei
tuo atveju, kai CD8highCD57+ limfocity yra >30% (88). CD8highCD57+
buvo nagring¢jamas tyrime III stadijos melanomos gydymo interferonu alfa
efektyvumui jvertinti. Nustatyta, kad jei prie§ pradedant gydyma IFN-a
CD8highCD57+ limfocity yra < 23% iSgyvenimo trukmé ilgesné (p=0,046)
nei CD8highCD57+ limfocity esant >23% (85). Aprasyty tyrimy duomenys
rodo, kad minéty limfocity subpopuliacijos susijusios su IFN-a gydomu
melanoma serganciy pacienty ligos eiga ir galima manyti, jog CD8highCD57+
limfocity subpopuliacija dalyvauja IFN-o prieSnavikiniuose mechanizmuose.
Kaip vyksta imunoreguliacija, tvirty jrodymy dar néra. CD8+CD57+ T
limfocitai, kaip citotoksiniai efektoriai, imuninj atsaka gali aktyvinti keliais

budais: 1) iSskiriamais citokinais (INF-y, IL-4) gali aktyvinti T helperius, 2)
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i8skirdami granzyma B, per Fas liganda sukelti taikininiy lasteliy apoptoze, 3)

perforinu — taikininiy lasteliy nekroze.

2.3 Melanomos gydymas

Pagrindinis melanomos gydymas yra operacija. Pirminio naviko
Salinamo apimtis priklauso nuo naviko invazijos lygio. Priklausomai nuo ligos
i8plitimo atlickamas sarginio limfmazgio paSalinimas ir limfonodektomija.
Ivertinus ligonio bendraja bukle ir ligos iSplitima skiriamas adjuvantinis (tai
yra gydymas norint sumazinti rizika atsirasti metastazéms po pirminio naviko
pasalinimo) gydymas. Gydymo pasirinkimas priklausomai nuo melanomos

stadijos parodytas 3 lenteléje.

3 lentelé. Melanomos gydymas priklausomai nuo ligos stadijos

Ligos stadija Gydymo metodai
I Chirurginis
1 Chirurginis, adjuvantinis
I Chirurginis, adjuvantinis
v Chirurginis, sisteminis

Adjuvantiné chemoterapija dakarbazinu ir kitais chemoterapijos
preparatais buvo intensyviai tiriama nuo 1980 mety. 2006 metais Verma
pristaté 7 atsitiktinés atrankos tyrimy metaanaliz¢ (buvo ijtraukta 1000
pacienty). N¢é viename tyrime nebuvo pastebéta, kad toks gydymas pagerinty
pacienty i§gyvenima (89). Taigi iki §ios dienos néra nustatyta, kad adjuvantiné
chemoterapija statistiSkai pagerinty pacienty iSgyvenima, todé¢l toks gydymas

gali buti skiriamas tik esant IV stadijai kaip sisteminis gydymas (90).
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Imunoterapijos, kaip melanomos adjuvantinio ar sisteminio gydymo
metodo, galimybés placiai diskutuojamos. Idéja, kad organizmo apsauginiai
mechanizmai, t.y. uz lastelini imuniteta atsakingi leukocitai, gali kontroliuoti
véziniy lasteliy augima, buvo iSsakyta daugiau negu pries 100 mety. Dabar
atpazista vézines lasteles kaip svetimas organizmui. VéZio imunoterapijos
tikslas yra panaudoti imuning sistema véziui gydyti. Siuo metu naviky
imunoterpija pagal veikima skiriama i 2 kategorijas; pirmoji - aktyvioji, kai
vyksta imuninés reakcijos indukcija prie$ naviko lasteles, tai yra sergancio
véziu paciento organizmo imunizacija medziagomis, galinCiomis sukelti
imunines reakcijas, naikinancias vézines lasteles arba stabdancias ju augima.
Antroji — pasyvioji, kai i organizma jvedamos imunologiskai aktyvios
substancijos, pasizymincios prieSnavikiniu veikimu (91). Imunoterapijos

klasifikacija pateikiama 1 schemoje.
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1 shema. Piktybiniy naviky imunoterapijos klasifikacija

Aktyvioji imunoterapija Pasyvioji imunoterapija

/ \

Specifiné Nespecifiné Specifiné
Vakcinos navikiniy ~ Vakcinos Monokloniniai
lasteliy pagrindu arba nespecifiniy antiktinai
ju AG pagrindu navikui AG

pagrindu Citotoksiniai T
Gangliozidai limfocitai
Vektorinés
DNR, RNR vakcinos vakcinos Navika
infiltruojantys
Kitos BCG vakcina limfocitai
Citokinai
Limfokinai
Kitos

Klinikoje jau daugiau kaip 30 mety naudojami aktyvios nespecifinés
imunoterapijos metodai, o ateityje daug Zadanti yra pasyvioji specifiné
imunoterapija monokloniniais antikiinais ir aktyvioji specifiné imunoterapija
vakcinomis (92,93). Melanomai gydyti aktyviaja nespecifine imunoterapija

praktikoje nuo XX amziaus 9-ojo deSimtmecio pradzios pradéti naudoti

Nespecifiné

Limfokiny
suaktyvinti
kileriai

Makrofagai

rekombinantiniai citokinai - interferonas alfa (IFN-a) ir interleukinas 2 (IL-2).

Citokinai - tai baltymai, kurie produkuojami makroorganizmo lasteliy kaip

atsakas i virusus ir kitus zalojancius poveikius.

IFN-o, - tai natiralus baltymas, produkuojamas leukocity ir monocitu.

Sis baltymas buvo atrastas 1957 metais. Pirma karta 1973 metais INF buvo

paskirtas osteogeninei sarkomai gydyti. Sio laiku §is citokinas pladiai
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naudojamas onkologinéms ligoms gydyti. Yra zinomi 3 pagrindiniai INF tipai
(IFN-0, IFN-B ir IFN—y). Taip pat zinomi IFN-o ir IFN-t. IFN-f, -y, - tipai,
koduojami tik 3 skirtingais genais, todél jais koduoto interferono yra tik vienas
tipas. IFN-o koduojamas 25 genais ir tai paaiSkina, kodél yra zinomi 25
skirtingi IFN-a subtipai. 90% visy IFN-a sudaro IFN-a2b subtipas. Lietuvoje
onkologiniams pacientams gydyti vartojamas rekombinantinis IFN-o2b
realdironas (UAB “Sicor Biotech”). Yra Zinomas jo prieSvirusinis ir
priesnavikinis aktyvumas, kuris remiasi imunomoduliuojan¢iu (makrofagy, NK
ir citotoksiniy limfocity suaktyvéjimas), antiproliferaciniu (slopina navikines
lasteles RNR sinteze, atstato proliferacijos kontrole) veikimu. Zinoma, kad
IFN-a selektyviai veikia tik navikiniy lasteliy cikla ir indukuoja genus, kurie
supresiskai veikia navikinés lastelés augima (94). Be to, IFN-a padidina
navikiniy antigeny ekspresija ir pasizymi tiesioginiu prie$navikiniu aktyvumu
(95,96). IFN-0 gaminamas naudojant genetinés inzinerijos technologijas.
Kadangi, viena vertus, melanoma yra chemoterpijai ir spinduliniai terapijai
atsparus navikas, o kita vertus, yra zinomas faktas apie spontaning melanomos
regresija (apie 2 % atveju), todél melanoma laikoma imunogeniniu naviku ir tai
labai paskatino pasirinkti §i navikg kaip modeli tirti IFN efektyvuma. Vienas i§
pirmy dideliy tyrimy buvo ECOG 1684. Jo metu istirta 280 pacienty, kuriy
naviko storis buvo didesnis nei 4 mm, ir/arba jiems buvo metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose. Nustatyta, kad IFN-a pailgina laika iki progresavimo pradzios
ir pagerina iSgyvenima (97). Véliau atlikty tyrimy metaanalizé patvirtino
adjuvantinio gydymo IFN-a reikS§me melanoma serganciy ligoniy remisijos
trukmei (laikas iki ligos progresavimo pradzios pailgéja 17%), taciau dé¢l IFN-a
poveikio ligoniy bendrajam iSgyvenimui iki Siol diskutuojama (98). Taip pat
buvo atlikti keli atsitiktinés atrankos tyrimai IFN-o veikimui jvertinti,
palyginti su kontroline grupe. Siuose tyrimuose gauti iigyvenimo rezultatai
buvo nevienodi, ir tai galima susieti su tuo, kad daznai skirtos skirtingos IFN-

o dozés (aukStos/vidutinés/mazos) ir gydymas truko skirtingus laikotarpius
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(95,99,100,101). Pacienty, serganciy II stadijos melanoma, atsitiktinés atrankos

tyrimy analizé pateikta 4 lentel¢je.

4 lentelé. Pacienty, serganciy Il stadijos melanoma, atsitiktinés

atrankos tyrimy analizé

Protokolas, Ligoniy skaic¢ius, n  Laikas iki Bendrasis
publikacija progresavimo iSgyvenimas

ECOG 1684 31 - -
(1984-1990),
Kirkwood
et al., 1996 [97]

ECOG 1690, 112 - -
(1991-1995),
Kirkwood
et al., 2000 [102]

NCCTG 837052 102 +/- -
(1984-1989),
Creagen
et al., 1995 [103]

Prancuzija (1990- 499 + +/-
1994), Grob et al.,
1998 [6]

Austrija (1990— 311 + +/-
1994),
Pechamberger
et al., 1998 [104]

EORTC 18871 340 - -
(1987-1996),
Eggermont

et al., 2001 [105]

EORTC 18952 380 +/- -
(1996-2000),
Eggermont

et al., 2001 [105]

- rezultatai nesiskyré nuo kontrolinés grupés

+/- teigiama tendencija
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+ statistiskai teigiamas rezultatas

Kaip matome i§ aprasyty tyrimy, gydymas IFN-a yra diskutuotinas ir
skirti §i gydyma neturint papildomy atrankos kriterijuy gali baiti netikslinga.

IL-2 pirma karta buvo identifikuotas dar 1976 metais (106).
Identifikavus IL-2 koduojantj gena, biologiskai charakterizavus rekombinantini
IL-2, sukaupus informacija apie svarby IL-2 vaidmenj reguliuojant imuninés
sitemos reakcijas, taip pat atlikus daug eksperimenty su pelémis, prasidéjo
klinikiniai IL-2 efektyvumo, gydant iSplitusiu véziu sergancius ligonius,
tyrimai. Siuo metu IL-2 vartojamas gydyti pacientus, serganéius isplitusiu
inksty véziu ir metastazavusia melanoma. Be to, IL-2 naudojamas in vitro
tyrimuose, nustatant zmogaus vézio antigenus, taip pat kaip adjuvantas
imunizacijos in vivo tyrimuose. IL-2 pagrindiné funkcija — stimuliuoti
imunokompetentiniy lasteliy proliferacija ir diferenciacija. IL-2 taip pat yra
natiiraliy kileriy (NK) augimo faktorius. Naudojant IL-2 kaip monoterapija
arba kaip derini su IFN-o negaunama patenkinamy rezultaty dél blogos
gydymo tolerancijos (didelis toksiskumas) ir palyginti nedidelio iSgyvenimo
pailginimo efekto (107). 2003 metais buvo atliktas multicentrinis atsitiktinés
atrankos IIB stadijos melanomos citokinoterapijos (IFN-o+IL-2) efektyvumo
tyrimas. StatistiSkai teigiamo rezultato nebuvo nei laiko iki progresavimo

pradzios, nei bendrojo i§gyvenimo atzvilgiu (108).

Turbtit vienas sékmingiausiy imuninés sistemos panaudojimy yra
pasyvioji imunoterapija taikant monokloninius antikiinus. Kliniking antiktiny
terapijos plétra paspartino G. Koehlerio ir C. Milsteino 1975 metais sukurtos
hibridomy technologijas, taip pat véliau sukurtos rekombinantinés
technologijos. Sios naujovés dabar leidzia imortalizuoti atskiras plazmines
lasteles ir klonuoti sunkigsias bei lengvasias gyviny bei zmogaus antikiiny
grandines. Per maziau nei tris deSimtmecius monokloniniai antikiinai i§
moksliniy tyrimy laboratorijose pasieké klinika, ir §iuo metu klinikoje
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vartojamy MAK saraSas siekia 20. IS ju 8 MAK JAV Maisto ir vaisty
administracijos yra aprobuoti véziui gydyti.

Priesvéziniai MAK gali efektyviai naikinti véZzines lasteles in vitro ir in
vivo. Priesvéziniy MAK poveikis pasireiSkia perduodant signala suriSus
lastelés receptoriy nuo antikiiny priklausomu citotoksiSkumu (NAPC) ir nuo
komplemento priklausomu citotoksiSkumu (NKPC). Monokloniniai antikiinai
gali suristi lastelés pavirSiaus receptorius naudodami savo antigeno prijungimo
vietas. Taciau jie skiriasi savo sugebéjimu sukelti po to einancius efektus.
Anti-CD20 MAK sukelia apoptoze, ypa¢ kai antigenas taikinys yra stipriai
suriSamas. PanaSiis stebéjimai atlikti ir anti-CD19 bei anti-CD22 antikiiny
atzvilgiu. Matyt, vyksta proapoptoziniy Bax molekuliy skatinimas arba
antiapoptoziniy Bcl-x1 molekuliy slopinimas. MAK efektorinis mechanizmas
yra aiSkus, bet terapinis efektas gydant standziuosius navikus néra didelis.
Todél sitloma naudoti dvieju ar daugiau monokloniniy antiking derinius.
Kitas MAK triikumas yra trumpas gyvavimo laikas serume po suleidimo. Taip
pat MAK gali biti taikomi ir kaip ne$¢jai. Prie ju galima prijungti jvairus
toksinus, radionukleotidus, citokinus, fermentus. MAK terapijos pavyzdzZiu
citotoksiniy T limfocity CTLA-4 antigena. CTLA-4 antigenas inhibuoja
citotoksiniy T limfocity proliferacija, todél Sio antigeno blokavimas yra
tikslingas norint sustiprinti CD8 limfocity efektoring funkcija. Literatiiros
duomenimis, teigiamas atsakas (ligos progresavimas sustojo) buvo nuo 7-15%
pacienty, sergan¢iy metastazine melanoma. Kurie buvo gydyti ipilimumabu

(109).

Vakcinoterapija sergant melanoma placiai tiriama. Salygiskai

priesnaviking vakcinoterapija galima suskirstyti i Sias grupes:

1. Vakcinos lasteliy pagrindu (alogenines ir autologines);

2. Gangliozidai;
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3. Sintetiniai peptidai;

4. DNR vakcinos;

5. Rekombinantiniai virusai;

6. Dendritiniy lasteliy vakcinos;
7. Kitos.

Alogeninés lasteliy vakcinos taikymas paremtas mintimi, kad skirtingu
individy to paties tipo navikinés lastelés gali turéti bendrus antigenus, kurie
sugeba indukuoti imuninj atsaka. Alogeninés vakcinos pavyzdziu gali buti
CancerVax vakcina. Tai gyvy lasteliu vakcina, kuri gauta i§ spinduliais
apdoroty 3 melanomos lasteliy linijuy, pasizyminéiy auk$ta imunogeniniy
antigeny ekspresija. CancerVax turi MHC gaplotipus, tokius pat kaip 95%
melanoma sergan¢iy pacienty. Taikant $ia vakcing (II fazés tyrimas) gauta
diseminuota melanoma sergan¢iy pacienty teigiama iSgyvenimo statistika.
Palyginus 5 mety iSgyvenima su istorine kontrole, vakcina gydyty pacienty
iSgyvenamumas buvo 42%, o kontrolinés grupés iSgyvenimas sudaré 19%

(110).

Autologiniy lasteliy vakciny privalumas galéty biiti galimybé taikyti
vakcinoterapija unikalia, budinga tik konkreCiam pacientui antigenu
kombinacija. Bet $iu vakciny minusas yra sudétinga gamyba ir Zemas antigeny
imunogeniskumas. Siekiant padidinti Ag imunogeniskuma i genetini navikiniy
lasteliy aparata jtraukiami genai, atsakingi uz citokiny produkcija. Tai yra
vadinamosios modifikuotos autologinés vakcinos. Pagal Dranoffo atlikta
tyrimo geriausiai tinkamas pasiekti §i tiksla yra GM-GSF (111). Siy vakciny

pritaikymas klinikoje ribotas ir tyrimai vyksta toliau.
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Gangliozidiniy vakciny (GMK) pagrinda sudaro tai, kad melanomos
lastelés pavirSiuje intensyviai ekspresuojami gangliozidai. Gangliozidai — tai
glikolipidai, ir zinomi keli gangliozidu tipai: GM3, GD3, GD2, GM2 ir O-
acetil GD3 (112). GM2 yra labiausiai pasiZymintis imunogeniSkumu
gangliozidas, tod¢l jo atlickama daugiausia klinikiniy tyrimy. Pirmuose
atliktuose tyrimuose gautas teigiamas rezultatas (antikiiniy prieS melanomos
lasteliy glikozidus buvo randama 100% atvejy), bet iSgyvenimo trukmés Sis
gydymas nepagerina (113). Manoma, kad taip yra dél to, kad nors GM?2
ekspresuojamas ant visy melanomos lasteliy, bet Sios ekspresijos lygis
nedidelis, palyginti su kity gangliozidy. Tod¢l manoma, kad siekiant gauti
klinikini rezultata tikslinga naudoti polivalentines vakcinos gangliozidy

pagrindu.

Siuolaikiniai biotechnologiniai metodai leidzia susintetinti navikinius
antigenus. Taip buvo sukurtos peptidy vakcinos. Tai perspektyvus metodas,
bet jo dabartinis trikumas yra tai, kad sintetiniy peptidy trumpalaikis

gyvavimo pusperiodis ir silpna potencija susij¢ su HLA molekulémis in vivo.

DNR vakcinos ir dendritiniy lasteliy pagrindu pagamintos ir
rekombinantiniy virusy vakcinos, manoma, yra perspektyvios, bet kol kas yra
tik tyrimo stadijoje. Rekombinantiniy virusy vakciny galimu privalumu gali
biiti galimybé juos naudoti peroraliai. Siuo metu atliekami $io metodo I ir II

faziy tyrimai (114,115,116).

I§ apraSyty imunoterapijos gydymo metody Siandien prakting reik$me
turi tik IFN-a, bet ir Sis citokinas neturéty buti skiriamas neatsizvelgus i

atrankos kriterijus.
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3. METODAI

Tiriant proliferacijos zymens Ki-67 reikSme, buvo atlikta 80 pacienty,
kuriems VUOI 2000-2002 metais diagnozuota neisplitusi melanoma (pacientai
buvo tiriami pagal VUOI naudojamus tyrimo algoritmus), retrospektyvine
analizé. Tyrimui atlikti gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas. [traukimo
1 tyrima kriterijai buvo: pirma karta nustatyta ir histologiSkai patvirtinta odos
melanoma, naviko storis > 1,5 mm, néra sritiniy ir tolimyju metastaziy, néra
kitos lokalizacijos piktybinio naviko. 33 §iy pacienty po operacinio gydymo
pra¢jus dviem ménesiams buvo paskirtas adjuvantinis gydymas [FN-a nuo 3
min. TV iki 18 miIn. TV 3 kartus per savait¢ | raumenis. Gydymo IFN-a
trukmé — nuo 23 iki 1124 dieny, mediana — 269 dienos. Gydymo nutraukimo
priezastys buvo ligos progresavimas, blogas vaisto toleravimas, paciento
atsisakymas taip gydytis. Duomenys apie iSgyvenimo trukme gauti i§ Vézio
registro. Gydyti pacientai (n=33) buvo palyginti su negydytais pacientais
(n=47).

Tiriant imunologinius rodiklius buvo atliktas prospektyvinis tyrimas.
ISanalizuoti imunologiniai duomenys 27 pacienty, kuriems 2006-2007 metais
Vilniaus universiteto Onkologijos institute buvo nustatyta neiSplitusi
melanoma. Tyrimui atlikti gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas.
Itraukimo kriterijai buvo: pirma karta nustatyta ir histologiSkai patvirtinta odos
melanoma (pTis-pT4NOMO), sritiniy ir tolimyjy metastaziy nebuvimas, kitos
lokalizacijos piktybinio naviko nebuvimas. Zemiau parodyta pacienty, kuriy

imunologiniai rodikliai buvo tiriami, stebéjimo anketa (1 anketa).
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1 anketa. Pacienty stebéjimo ir tyrimy atlikimo anketa

Tyrimai/ data =
= =2 2 o2 o2 e @ e @ S w
£ 2SS ES &2 &3 &5 A2 :":%
— = = @ . & :: (2 :’ (2] :: 9 :: (2] (2]
ES3 2£ZE2E 2L 25 2L EE
£2 Egcg EZ ER EZ ER 2.
S T e S =3 e:nd os & Q3
Imunologinis + + + + + +
tyrimas CD4,
CD8,
CD8hCDS57+)
Morfologinis +
diagnozés
patvirtinimas
Augimo +
frakcijos
(Ki-67)
Sritiniai + + +
limfmazgiai ir
vidaus organy
echoskopija
Plauciy + + +
rentgenograma
Biocheminiai ir + + + + + +
hematologiniai
tyrimai
anamnezé +

Melanoma serganciy pacienty imunologiniai rodikliai buvo palyginti
su 39 kontrolinés grupés asmeny atitinkamais rodikliais. [ kontroling grupe
buvo itraukti onkologinémis ir autoimuninémis ligomis nesergantys asmenys.

Duomenys surinkti 2000 m.
3.1 Imunohistocheminiai tyrimai

Imunohistocheminiai tyrimai buvo atlikti bendradarbiaujant su VPC ir
su VUOI Molekulinés onkologijos laboratorija. Histologiniai preparatai
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paruosti VPC, o imunohistocheminiai tyrimai atlikti Molekulinés onkologijos

laboratorijoje.

Odos fragmentas su naviku (melanoma), buvo fiksuojamas 10%
buferiniame formalino tirpale 18-24 val. Po fiksacijos histologiniam iStyrimui
buvo paimama ne maziau kaip du 2-3 mm storio pjliviai i§ centrinés
(didziausios) naviko dalies. Naviko fragmentai (reprezentaciniai pjiiviai) buvo
apdorojami audiniy procesoriuje ,,Shandon pathcentre ir iliejami i iSlydyta
(56-58°C) parafina. Parafinui su naviko pjiiviais sustingus (po 5-10 min), buvo
gaminami 3 mikrony pjuviai, kurie buvo dedami ant objektiniy stikleliy.
Naviko pjuviai buvo dazomi hematoksilinu ir eozinu MEDITE TST 30
automatu, prie§ dazyma objektiniai stikleliai su parafininiais pjuviais buvo

dZiovinami automato + 60° C temperatiiros dziovinimo kameroje.

Dazymo principas: baziniai dazai (hematoksilinas) jungiasi su lasteliy
branduoliais, bazofiliniais lasteliy citoplazmos bei bazofiliniais audinio
elementais ir nudazo juos mélyna spalva. Riigstiniai daZai (eozinas) jungiasi su
acidofiliniais/eozinofiliniais lasteliy citoplazmos bei acidofiliniais audinio

elementais ir nudazo juos nuo rozinés iki raudonos spalvos (1,3 pav.).
Darbo eiga:

Pjuviy dziovinimas + 60 °C temperatiiros dziovinimo kameroje 15

min.
1. Ksilenas 3 min.
2. Ksilenas 3 min.
3. Izopropilo alkoholis 1 min.
4. Izopropilo alkoholis 1 min.
5. 96 % etilo alkoholis 1 min.
6. 96 % etilo alkoholis 1 min.
7. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 1 min.
8. Mejerio hematoksilinas 5 min.
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9.0,1 % amonio vanduo 1 min.

10. Kambario temperatiiros tekantis vanduo 1 min.

11. 96 % etilo alkoholis 1 min.
12. Eozino tirpalas (alkoholinis) 1 min.

13. 96 % etilo alkoholis 1 min.
14. Izopropilo alkoholis 1 min.
15. Ksilenas 2 min.
16. Ksilenas 2 min.

17. Ksilenas (finiSas)

Nudazyti pjuviai buvo dengiami dengiamaisiais stikleliais (24 x 50
mm) Medite RCM 2000 dengimo automate, naudojant permanenting

dengiamaja medziaga.

Gauti dazyti naviko mikropreparatai buvo tiriami Sviesiniu mikroskopu

Olympus BX41, x100, x200 ar x400 karty padidinimu.

Ki-67 baltymo raiSka buvo nustatyta imunohistocheminiu metodu.
Parafininiai histologiniai melanomy preparatai prie§ reakcija deparafinizuoti
standartiniu biidu. Kelis kartus plauti ksilole, véliau rehidratuojami, preparatus
paeiliui pamerkiant { 99" etilo alkoholi, i 96°, 70° etilo alkoholio vandeninj
tirpala ir { vandenj. Endogeninéms peroksidazéms slopinti po deparafinizacijos
preparatai inkubuoti metanolio ir 0,3 % H,0, miSinyje. Antigeno ir antikiino
saveikai sustiprinti preparatai inkubuoti citratiniame buferiniame tirpale (pH
6,0), po to 1% arklio serumo fiziologiniame tirpale (pH=7,5, PBS). Po to
atlikta inkubacija, naudojant monokloninius antikiinus pries Ki-67 (klonas
MIB-1, kodas Nr. M7240, DAKO A/S, Danija), praskiedus juos antikiiny
skiedikliu (kodas Nr.S0809 DAKO A/S, Danija) pagal gamintojo instrukcija.
Po Sios inkubacijos, praplovus PBS, preparatai uzlieti konjuguotu su
peroksidaze ozkos/triusio antikiiny atskleidimo tirpalu, atpazistanciu pelés
imunoglobulinus (kodas Nr. K5007, EnVision rinkinys, DAKO A/S, Danija).

Po kiekvienos inkubacijos preparatai nuosekliai nuplauti PBS. Kaip
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chromogeninis substratas naudotas 3,3°‘-diaminobenzidino ir 0,03% H,O,
misinys (EnVision rinkinys, DAKO A/S, Danija). Po to histologiniai preparatai
dazyti Mejer‘io hematoksilino tirpalu (SIGMA, JAV), pamerkiant juos i tirpala

3 min.

Imunohistocheminé reakcija vizualizuota pagal lasteléje atsiradusi
chromogeninés reakcijos produkta, DAB precipitata, mikroskopuojant visa
preparata po 40x objektyvu. Vertinant skaiCiuota iki tukstancio lasteliy, laikant,
kad imunochistochemiskai Ki-67 teigiamos lastelés yra tos, kurios pasizymi

bet kurio spalvinio intensyvumo — nuo gelsvai rudos iki tamsiai rudos —

spalvos chromogeninés reakcijos produktu (2,4 pav.).

>

1 pav. Stdmbm epitelioidiniy melanocity Zidiniai epidermio dermos riboje ir

dermoje, HE, x200

o
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2 pav. Ki-67 ekspresija naviko lgstelése (branduoliné reakcija, ruda spalva).
Imunohistochemija Ki-67=10%. Padidinimas x200 (tas pats preparatas kaip
ir I pav.).

3 pav. Stambiy epitelioidiniy melanocity Zidiniai epidermio-dermos riboje ir

dermoje, HE, x200
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4 pav. Ki-67 ekspresija naviko Igstelése (branduoliné reakcija, ruda spalva).

Imunohistochemija Ki-67=3%. Padidinimas x200 (tas pats preparatas kaip ir

3 pav.).

3.2 Imunologiniai tyrimai

Leukocitams analizuoti buvo imama 5 ml antikoaguliuoto periferinio

kraujo. I mégintuvélius buvo pilama po 100 pl kraujo, po 20 pl monokloniniy

antikiny ir inkubuojama 15 min. kambario temperatiroje tamsoje. Po

inkubacijos eritrocitai buvo suardomi lizuojanc¢iu tirpalu (Lysing Solution,

Becton-Dickinson). Leukocitai buvo 2 kartus perplaunami fosfatiniu buferiu

(CellWash, Becton-Dickinson) ir fiksuojami 1% paraformaldehido tirpalu

(CellFix, Becton-Dickinson). Fiksuoty lasteliy suspensija buvo laikoma 4°C

temperattiroje ir analizuojama tékmeés citometru ne véliau kaip po 12 valandy.

Analizei buvo naudojamas FACSort tékmés citometras (Becton-

Dickinson), kurio lazerio Sviesos emisija yra 488 nm. Citometru buvo

registruojama priekiné (FSC) ir Soniné (SSC) Sviesos sklaidos bei 3 bangos

ilgiy fluorescencijos (530 nm bangos ilgio zalia, 585 nm bangos ilgio oranziné

ir 650 nm bangos ilgio raudona).
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Limfocitai nuo monocity ir granulocity buvo atskiriami pagal $viesos
sklaida. Limfocity fenotipinei analizei buvo naudojami monokloniniai
antik@inai pries§ lasteliy pavirSiaus antigenus, konjuguotus su fluorescuojanciais
dazais: CD57 FITC/ CD8 PE/ CD4 PerCP (Becton-Dickinson). Pagal CDS
antigeno ekspresijos intensyvuma ir antigeno CD57 buvima lasteliy pavirSiuje
buvo iSskirtos trys CD8+ limfocity subpopuliacijos: daug CD8 antigeno
turin¢ias CD8highCD57+ ir CD8highCD57- bei mazai CDS8 antigeno turincia
CDS8low. Atskirti nespecifiSkai nusidaziusius limfocitus buvo naudojami
Simultest Control v,/y,, (IgG1/IgG2a) monokloniniai antikiinai prie§ peliy
limfocitus (Becton-Dickinson). Zemiau 5 paveiksle kairés pusés virsutiniam

kvadrate pavaizduota CD8+highCD57+ limfocity subpopuliacija.

10¢

CDs PE

10"

et

-

102
COS7 FITC

5 pav. CD8+ limfocity subpopuliacijy analizé tékmés citometru

Naudojant CellQuest programa (Becton-Dickinson), buvo nustatomi
procentiniai limfocity, monocity, CD4+ bei CD8+ limfocity populiacijy,
CD8highCD57+, CD8highCD57- ir CD8low limfocity subpopuliaciju kiekiai.

Buvo iSanalizuota po 10 tukst. kiekvienam bandinio lasteliy. Limfocity
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koncentracijos buvo apskai¢iuotos, naudojant hemocitometru nustatyta bendra

leukocity skaiciy.

3.3 Statistiniai metodai

Visi duomeny statistiniai skaiiavimai atlikti, naudojant kompiutering
programa STATISTICA 7. Pacienty iSgyvenamumas buvo skai¢iuotas nuo
diagnozés nustatymo datos iki paciento mirties arba paskutinés datos, kada
buvo zinoma, kad pacientas yra gyvas. Stebéjimas buvo atlickamas padedant
Vézio registrui. Grupiy iSgyvenamumas buvo analizuojamas Kaplan- Meier‘io
metodu. Skirtumai tarp iSgyvenamumo kreiviy jvertinti naudojant Log rangy
testa. Kity faktoriy jtaka iSgyvenimo trukmei buvo vertinta naudojant Cox‘o
modeli. Pacienty imunologiniai rodikliai buvo palyginti su kontrolinés grupés
individy atitinkamais rodikliais. Skirtumuy statistinis reikSmingumas buvo

vertinamas pagal Student‘o testa.

4. REZULTATAI

4.1 Tiriamy pacienty ir kontrolinés Zmoniy grupés charakteristikos

4.1.1 Retrospektyviné tiriamy pacienty grupé

Tiriant proliferacijos Zymens Ki-67 reikSme, atlikta 80 pacienty,
kuriems Vilniaus universiteto Onkologijos institute 2000-2002 metais buvo
diagnozuota neiSplitusi melanoma, retrospektyviné analizé. Pacienty amzius —
nuo 17 iki 89 mety. Dauguma pacienty buvo moterys (n=57). Pirminis navikas
dazniausiai nustatytas galiinése (51,2%) ir kiino srityje (35,36%). 64.63%
atvejais melanomos pirminio naviko storis buvo 1,5-4,00 mm. Negydyty
pacienty stebéjimo mediana buvo 53 mén., intervalas - nuo 4 iki 77 meén.
Gydyty pacienty stebéjimo mediana buvo 59,5 mén., intervalas nuo 10 iki 80
mén. Ki-67 buvo nustatomas imunohistochemiskai, ribos 2,3-54,9%, vidurkis

16%. Pagrindinés ligoniy charakteristikos pateiktos 5 lenteléje.
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5 lentelé. Retrospektyvinés grupés pacienty charakteristikos (gydyty ir

negydyty IFN-o. neisplitusia melanoma serganciy pacienty charakteristikos)

Charakteristikos Gydyti IFN-o (n=33) Negydyti IFN-a (n=47)
AmzZius: mediana, 60, 17-81 61, 34-89
ribos
Lytis (vyrai/moterys) 15/18 9/38
Lokalizacija:
Galva-kaklas 1 9
Liemuo 16 12
Galiinés 16 26
Naviko storis(Breslow
)
1,5-4 mm 18 33
>4 mm 15 14
Naviko
infiltracija(Clark)
I 9 21
v 22 20
A% 2 6

4.1.2 Prospektyviné pacienty grupé

Tiriant imunologiniy rodikliy reikSme¢ buvo atliktas prospektyvinis

tyrimas, kurj vykdant buvo surinkti 27 neisplitusia melanoma serganciy ligoniy

duomenys, ju amziaus mediana buvo 52 metai (intervalas 24-85 metai).

Melanoma serganciy pacienty grupéje buvo 22 moterys ir 5 vyrai. Pagrindinés

ligoniy charakteristikos pateiktos 6 lenteléje.
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6 lentelé. Prospektivinés tiriamy pacienty grupés charakteristikos

Charakteristikos Skaicius
Pacienty skaicius 27
Lytis

Vyrai 5

Moterys 22
AmZius (metais)

Mediana 52

Intervalas 24-85
Naviko storis(Breslow )

<1 mm 10

>1<2 mm

>2<4 mm

>4 mm

4.1.3 Kontroliné grupé

Kontroling grupe sudaré¢ 39 sveiki asmenys, ju amziaus mediana buvo

zmones pateikti 7 lenteléje.

55 metai (intervalas 24-84 metai). Melanoma serganciy pacienty grupéje buvo

22 moterys ir 5 vyrai. Pagrindinés charakteristikos apie kontrolinés grupés

7 lentelé. Kontrolinés Zzmoniy grupés charakteristikos

Charakteristikos Skaidius
Zmoniy skaitius 39
Lytis
Vyrai 19
Moterys 20
AmZius (metais)
Mediana 58,5
Vyry 59,5
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Motery 52

Intervalas 37-84
Vyry 41-84
Motery 37-82
Sveiki kraujo donorai 11
Sergantys neaktyviy formuy Sirdies 17
ir kraujagysliy ligomis
Sergantys akmenlige 4
Sergantys stuburo ir sanariy
ligomis*
Kiti** 5

* | ligonis, sergantis periartritu, I- artroze ir 1 besiskundziantis

stuburo skausmais,

** 2 ligonés, kurioms yra gerybiné kiausidés cista, 1 ligonis, kuriam

yra gerybiné prostatos adenoma ir 1 ligoné, kuriai yra anemija.
Duomenys surinkti 2000 metais.
4.2 Pacienty iSgyvenimo trukmeés analizé

Analizuota 80 neiSplitusia melanoma serganciy ligoniy iS§gyvenimo

trukmé.

Buvo istirta neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, negydyty IFN-a,

iSgyvenimo trukmé priklausomai nuo naviko storio (6 pav.).
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6 pav. Negydyty IFN-o neisplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy
naviko storis <4 mmn=27) ir >4 mm(n=20), Kaplan-Meierio isgyvenimo

kreivés (p=0,002).

Negydytu IFN-a neisplitusia melanoma serganCiy pacienty, kuriy
naviko storis buvo <4 mm, iSgyvenimo trukmé buvo ilgesné, stebejimo
mediana buvo 57 ménesiai, pacientams, kuriy naviko storis buvo >4 mm,

steb¢jimo mediana buvo 50 ménesiy.

Buvo istirtas neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, gydytu IFN-a,

iSgyvenimas priklausomai nuo naviko storio (7 pav.).
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7 pav. Gydyty IFN-o. neisplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy naviko

storis <4 mm(n=16) ir >4 mm(n=17), Kaplan-Meierio isgyvenimo kreivés

(p=0,04).

Gydyty IFN-a neisplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy naviko

storis buvo <4 mm iSgyvenimo trukmé buvo ilgesne, steb¢jimo mediana buvo

64 ménesiai, pacientams, kuriy naviko storis buvo >4 mm stebéjimo mediana

buvo 54 ménesiai.

Pacienty iSgyvenimo trukmé priklausomai nuo gydymo IFN-a

pavaizduota 8 paveiksle.
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8 pav. Gydyty IFN-1J (n=33) ir negydyty IFN-1(n=47) neisplitusia melanoma
serganciy pacienty Kaplan-Meierio iSgyvenimo kreivés (p=0,14).

Visu gydytu IFN-a pacienty iSgyvenimo trukmé reik§mingai nesiskyré
nuo negydyty IFN-a pacienty iSgyvenimo trukmés. Abiejuy ligoniy grupiy

iSgyvenimo medianos duomeny analizés metu buvo dar nepasiektos.

Buvo istirtas negydyty ir gydyty IFN-o neisSplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo isreikstas

>16% lasteliy, i§gyvenimo trukmé (9 pav.).
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9 pav. Gydyty IFN-o(n=16) ir negydyty IFN-a(n=19) neisplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos zZymuo Ki-67 isreikstas

>16% naviko Igsteliy, Kaplan-Meierio isgyvenimo kreivés (p=0,03)

Gydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos zymuo Ki-67 buvo iSreikStas >16% lasteliy,
i8gyvenimo mediana buvo 48,2 ménesiai, o negydyty pacienty iSgyvenimo

mediana duomeny analizés metu buvo dar nepasiekta.

Negydytu ir gydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacientuy,
kuriy navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo isreikstas >16% lasteliy ir

naviko storis buvo >4 mm, iSgyvenimas pateiktas 10 paveiksle.
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10 pav. Gydyty IFN-o(n=9) ir negydyty IFN-o(n=13) neisplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos zymuo Ki-67 isreikstas
>16% naviko lgsteliy, Kaplan-Meierio isgyvenimo kreivés (p=0,08). Naviky

storis >4 mm

Gydytu IFN-a neiSplitusia melanoma serganiy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo iSreikstas >16% lasteliy ir naviko
storis buvo >4 mm, i§gyvenimo trukmés mediana buvo 24 ménesiai, negydyty
pacienty iSgyvenimo mediana duomeny analizés metu taip pat buvo dar

nepasiekta, stebé¢jimo mediana buvo 47 ménesiai.

Negydytu ir gydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciu pacientuy,
kuriy navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo isreikstas >16% lasteliy ir

naviko storis buvo <4 mm, i§gyvenimo trukmé pateikta 11 paveiksle.
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11 pav. Gydyty IFN-o(n=7) ir negydyty IFN-o(n=3) neisplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos zZymuo Ki-67 isreikstas
>16% naviko lgsteliy, Kaplan-Meierio isgyvenimo kreivés (p=0,08). Naviky

storis <4 mm.

Gydyty ir negydytu IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacienty,
kuriy navikuose proliferacijos Zzymuo Ki-67 buvo isreikstas >16% lasteliy ir
naviko storis buvo <4 mm, iS§gyvenimo mediana duomeny analizés metu taip
pat buvo dar nepasickta. Negydytu pacienty stebéjimo mediana buvo 74

ménesiai, gydyty pacienty stebéjimo mediana buvo 64 ménesiai.

Negydytu ir gydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacientuy,
kuriy navikuose proliferacijos zymuo Ki-67 buvo iSreikStas <16% lasteliy

iSgyvenimas pateiktas 12 paveiksle.
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12 pav. Gydyty IFN-o(n=17) ir negydyty IFN-a(n=28) neisplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos zZymuo Ki-67 isreikstas

<16% naviko Igsteliy, Kaplan-Meierio isgyvenimo kreiveés.

Gydyty ir negydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacienty,
kuriy navikuose proliferacijos zymuo Ki-67 buvo iSreikStas <16% lasteliy,
i8gyvenimo mediana duomeny analizés metu buvo dar nepasiekta, negydyty
pacienty stebéjimo mediana buvo 51 ménesiai, gydytuy pacienty stebéjimo

mediana buvo 60 ménesiai.

Buvo istirta negydyty ir gydytu IFN-o neiSplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo isreikstas

<16% lasteliy ir naviko storis buvo >4 mm, iSgyvenimo trukmé (13 pav.).
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13 pav. Gydyty IFN-o(n=8) ir negydyty IFN-o(n=7) neisplitusia melanoma
serganciy pacienty, kuriy navikuose proliferacijos zymuo Ki-67 isreikstas
<16% naviko lIgsteliy, Kaplan-Meierio isgyvenimo kreivés (p=0,27). Naviky

storis >4 mm.

Gydytu IFN-a neiSplitusia melanoma serganéiy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos zymuo Ki-67 buvo iSreikstas <16% lasteliy ir naviko
storis buvo >4 mm, iSgyvenimo mediana duomeny analizés metu buvo dar
nepasiekta, stebé¢jimo mediana buvo 57 ménesiai, negydyty pacienty
iSgyvenimo mediana duomeny analizés metu taip pat buvo dar nepasiekta,

stebéjimo mediana buvo 24 ménesiai.

Gydyty ir negydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacienty,
kuriy navikuose proliferacijos Zzymuo Ki-67 buvo isreikstas <16% lasteliy ir
naviko storis buvo <4 mm, susidaro grupés kuriose per mazai minétus

kriterijus atitinkanciy ligoniy, todél palyginti pacienty iSgyvenimo trukmés
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negalime. Gydyty grupéje (n=9) gyvi visi ligoniai, stebéjimo mediana buvo 62
ménesiai, negydyty pacienty (n=21)- 1 pacientas mirgs, stebéjimo mediana —

52 meénesiai.

Negydytu IFN-a neiSplitusia melanoma serganciy pacienty iSgyvenimo

trukmé priklausomai nuo Ki-67 rézio pateikta 14 paveiksle.
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14 pav. Negydyty IFN-a neisplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 isreikstas < arba >16% naviko lgsteliy,

Kaplan-Meierio isgyvenimo kreiveés (p=0,89).

Negydyty IFN-o neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos zZymuo Ki-67 buvo iSreikStas <16% lasteliy,
iSgyvenimas nesiskyré nuo pacienty, kuriy navikuose proliferacijos Zzymuo Ki-
67 buvo isreikStas >16%. Abieju grupiu pacienty iSgyvenimo mediana buvo
nepasiekta, steb¢jimo mediana buvo 26,7 ménesiai pacienty, kuriy Ki-67buvo
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iSreikkstas<16% lasteliy, ir 20,2 menesiai ty pacienty, kuriy proliferacijos

zymuo Ki-67 buvo isreikstas >16% naviko lasteliy.

Gydyty IFN-a neiSplitusia melanoma serganéiy pacienty iSgyvenimas

priklausomai nuo Ki-67 rézio pateiktas 15 paveiksle.
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15 pav. Gydyty IFN-o neisplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 isreikstas < arba >16% naviko lgsteliy,

Kaplan-Meierio isgyvenimo kreivés (p=0,016).

Gydytu IFN-a neiSplitusia melanoma serganéiy pacienty, kuriy
navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo iSreikStas <16% lasteliy,
iSgyvenimo mediana buvo nepasiekta (stebéjimo mediana — 41,2 ménesio), o
pacienty, kuriy navikuose proliferacijos Zymuo Ki-67 buvo isreikstas >16%,

iSgyvenimo mediana buvo 48,2 ménesio.
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Ivertinus lyties, naviko storio, Ki-67 raiSkos ir amziaus jtaka pacienty
iSgyvenimo trukmei naudojant Cox'o modeli, buvo nustatyta, kad iSgyvenimo
trukmé statistiSkai reikSmingai priklauso nuo lyties (p = 0,008; motery
i8gyvenimo trukmé buvo ilgesné) ir naviko storio (p = 0,049; didéjant naviko
storiui trumpéjo iSgyvenimo trukme). Gydymas IFN-a, proliferacijos Zymens
Ki-67 raiska naviko lastelése ir pacienty amzius statistiSkai reik§mingos jtakos

pacienty iSgyvenimo trukmei neturéjo.
4.3 Melanoma serganciy pacienty imunologiniy rodikliy ypatumai

Tiriant imunologiniy rodikliy ypatumus buvo iSanalizuoti 27
neisplitusia melanoma serganciy ligoniy duomenys. Ligoniy T limfocity

subpopuliacijy kiekiai periferiniame kraujyje pateikti 8 lenteléje.
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8 lentelé. Melanoma serganciy pacienty grupés T limfocity

subpopuliacijy kiekiai periferiniame kraujyje

Eilnr | monoc | limf | CD§ | CD4 | CDShCDS7+ |CDSHCDST-| CD8low| CD8HCDS7+%CD8 | CDSHCDST-%CD8 | CD8low’sCD§
1 28 | 1110 | 356 | 827 177 202 177 318 364 318
1 5 | 1248 | M8 | 720 38 110 180 168 315 517
3 M1 | 1436 | 355 | 859 15 175 106 201 492 298
4 305 ] 2631 | 931 | 940 105 18 518 113 266 62,0
5 09 1915 | 4l . 103 136 2l 29 30,2 46,8
] T3] 2487 | 713 | 1826 156 143 n 203 35 482
1 28 | 1569 | 64 | 1151 29 163 199 415 265 319
8 388 | 1833 | 460 | 921 58 133 210 12,6 28 58,6
9 2§ | 1523 | 672 | 1007 146 170 355 07 2554 529
10 | 324 | 1126 | 46 | 910 %4 AUl 111 20,0 540 249
11 4 ] 1544 | 59 | oM 130 13 26 2.6 40,7 317
1| 47 | 736 | 240 | 441 41 3 161 195 134 67,1
13 | 328 | 1360 | 551 | 891 106 219 m 192 39,7 411
14 | 46 | 2684 | 852 | 1185 123 347 383 144 40,7 49
15 183 | 729 | 200 | 425 48 103 51 B9 510 %51
16 182 | 4 | 200 | 406 18 1 120 87 340 513
17 198 | 1714 | 576 | 1078 15 2145 315 26 426 548
18 | 370 | 2029 | 1052 | 1452 121 441 491 15 419 46.6
19 | 302 | 90 | 316 | 629 51 m 3l 18,1 1 98
0| 08 | 1387 | 463 | 919 76 5 152 164 508 328
u S41 1788 | 1377 | UM 114 326 776 199 B 564
N Bo | 1253 | 412 | S8 135 120 158 307 290 383
B | 87 | 1616 | Se0 | 1157 41 20 308 13 376 55,1
u | S| IST 599 ) 1032 41 AN 326 6,9 38,7 544
| V1 | 478 336 | 68l 11 116 109 30 345 325
2 | 292 | 1494 | 45 | 690 89 21 244 164 38,7 48
u 134 | 520 | 192 | 384 39 81 7 20,2 423 376

Neisplitusia melanoma serganciy ligoniy periferiniame kraujyje
monocity vidurkis buvo 306 last/ul, intervalas (133,6-712,5) last/ul, limfocity
vidurkis 1463,1 last/ul, intervalas (520,8-2683,5) last/ul, CDS8 limfocity
vidurkis buvo 544,3 last/ul, intervalas (191,5-1376,7) last/ul, CD4 limfocity
vidurkis buvo 891 last/ul, intervalas (384,4-1826,1) last/ul, CD8highCD57+
limfocity vidurkis buvo 100,1 Iast/ul, intervalas (15,1-274,5) Ilast/pl,
CD8highCD57- limfocity vidurkis buvo 195,7 last/ul, intervalas (32,2-441,0)
last/ul, CD8low limfocity vidurkis buvo 248,5 last/ul, intervalas (30,9-776,3)
last/pl.
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Neisplitusia melanoma serganciy ligoniy duomenys buvo palyginti su

kontrolinés grupés asmeny tyrimais.

Kontrolinés grupés T limfocity

subpopuliacijy kiekiai periferiniame kraujyje pateikti 9 lentel¢je.

9 lentelé. Kontrolinés grupés T limfocity subpopuliacijy kiekiai

periferiniame kraujyje

EilNr. | monoc | limf | CD§ | CD4 | CD8hCDS7+ | CD8hCDS7- | CD8low | CDShCD57+%CD8 | CDShCDS7-%CD8 | CD8low’%CD8
1 451 1583 | 640 351 252 204 184 39 3 29
2 882 | 2331 | 1103 | 809 438 545 119 40 49 11
3 290 | 1673 | 6% 565 35 259 402 5 37 58
4 389 | 1764 | 538 192 282 109 146 52 20 21
5 466 | 1736 | 526 79 54 264 208 10 50 40
6 555 | 1982 | 8IS 765 305 218 291 37 2 36
7 446 909 318 341 65 114 140 20 36 44
8 613 | 1135 | 204 574 25 129 50 12 63 4
9 385 711 216 301 15 150 51 1 69 24
10 404 | 1479 | 583 600 126 38 T4 2 66 13
11 405 | 1768 | 783 665 140 286 357 18 37 46
12 532 | 1944 | 663 818 175 327 161 26 49 24
13 434 | 1849 | 871 701 366 353 152 2 4 17
14 211 1875 | 654 902 266 316 7 4 48 11
15 432 | 1661 | 49 828 32 148 319 6 30 64
16 408 | 2082 | 534 885 49 21 264 9 41 49
17 204 | 1334 | 615 317 193 28 194 31 37 3
18 340 | 1738 | 593 672 55 365 173 9 62 29
19 S48 | 2017 | 1051 | 651 276 736 39 26 70 4
20 158 | 1058 | 301 444 46 199 56 15 66 19
U 667 | 2139 | 687 889 17 ) 188 26 41 21
n 254 | 1302 | 34 672 91 195 88 24 52 24
3 274 | 1667 | T2 661 109 321 143 19 56 25
U 282 | 1991 602 895 21 334 47 3 55 41
25 688 | 2064 | 557 871 4 390 124 8 70 2
26 429 | 2358 | 1170 | 625 215 658 297 18 56 25
7 358 | 1593 | 645 645 25 234 186 35 36 29
28 470 | lede | 487 663 63 245 179 13 50 37
29 609 | 1373 | 424 645 7 213 205 2 50 48
30 458 | 1984 | 490 | 1051 61 31 9 13 68 20
3l 494 | 1537 | s13 592 91 161 261 18 31 Sl
R 177 | 1378 | 550 405 58 214 18 11 39 Sl
33 593 | 1800 | 569 832 32 130 407 6 23 72
34 630 | 2125 | 846 922 198 491 157 23 58 19
3 37 | 1766 | 482 811 111 230 141 23 48 29
36 616 | 1910 | 523 943 1 288 164 14 55 3l
n 557 | 2068 | 614 893 163 163 287 21 21 41
38 764 | 1561 | 501 645 108 284 109 21 57 2
39 429 690 239 331 68 113 59 28 41 24

61




Kontrolinés grupés periferiniame kraujyje monocity vidurkis buvo
455,1 last/ul, intervalas (158,2-882) last/ul, limfocity vidurkis 1682,1 last/ul,
intervalas (690,0-2358,4) last/ul, CD8 limfocity vidurkis buvo 591 last/ul,
intervalas (204,3-1169,8) last/ul, CD4 limfocity vidurkis buvo 691,3 last/ul,
intervalas (301,4-1051,3) last/ul, CD8highCD57+ limfocity vidurkis buvo
130,9 last/ul, intervalas (6,9-438,2) last/ul, CD8highCD57- limfocity vidurkis
buvo 278,8 last/ul, intervalas (109,4-736,2) last/ul, CD8low limfocity vidurkis
buvo 181,3 last/ul, intervalas (39,3-406,8) last/ul.

Buvo istirta neisplitusia melanoma serganciy pacienty ir kontrolinés

grupés asmeny monocity ir limfocity kiekiai periferiniame kraujyje (16 pav.).

last/ 1L
astu p=0,065

1800 ~ 16824552
1600 +

1400

1200 -
1000 - O kontrolé

14634396

800 - p=0,0002 @ melanoma

600 - 455127

400 - 306+163
200 -
0

monocitai limfocitai

16 pav. Limfocity ir monocity pakitimai periferiniame kraujyje kontrolinéje ir

melanoma serganciyjy grupése.

Palyginti su kontrolinés grupés duomenimis, melanoma serganciy
pacienty kraujyje monocity kiekis buvo sumazéjgs, o limfocity kiekis

reikSmingai nesiskyre.

17 paveiksle parodyti periferinio kraujo T limfocity kiekiai neiSplitusia

melanoma serganciy pacienty ir sveiky asmeny grupése.
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last/ pL

1000 - p=0,02
900 - 858189
800 -
700 -

600 - o127 5441217
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

0

p=0,44 691£370

0O kontrolé
@ melanoma

CD8 CD4

17 pav. T limfocity pakitimai periferiniame kraujyje kontrolinéje ir melanoma

serganciyjy grupése.

Melanoma serganciy pacienty kraujyje CD4+ limfocity kiekis buvo
didesnis negu kontrolinés grupés asmeny kraujyje, tuo tarpu CD8+ limfocity

kiekiai abiejose grupése reikSmingai nesiskyré.

Buvo istirta CD8+ limfocity populiacijos vidinés struktiiros ypatumai
neisplitusia melanoma serganciy pacienty ir kontrolinés grupés asmeny

periferiniame kraujyje (18 pav.).
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last/ uL p=0,009

300 279490 p=0,04

250 | 24897

196+140
200 - 181168

p=0,185 O kontrolé
150 - 131164 @ melanoma

100£107
100 -

50

0
CD8highCD57+ CD8highCD57- CD8low

18 pav. T Ilimfocity subpopuliacijy pakitimai periferiniame kraujyje

kontrolinéje ir melanoma serganciyjy grupése.

CD8highCD57+ limfocity subpopuliacijos kiekiai abiejose grupése
reikSmingai nesiskyré. CD8highCD57- limfocity kiekis melanoma serganciy
pacienty grupéje buvo sumazgjes, palyginti su sveiky asmeny, o CDS8low

limfocity melanoma serganciy pacienty grupéje buvo reikSmingai daugiau.

4.4 Melanoma serganc¢iy pacienty naviko proliferacijos ir

imunologiniy rodikliy sasajos

Tiriant imunologiniy rodikliy sasajas su Ki-67 buvo iSanalizuoti 21
neisplitusia melanoma sergancio ligonio duomenys. Ligoniy T limfocity
subpopuliacijy periferiniame kraujyje duomenys iki operacijos pateikti 10 ir 11

lentelése.
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10 lentelé. / tyrimo(iki operacijos) imunologiniy tyrimy rezultatai

Eilar | WBC | monoc | limf | CDS | CD4 | CDS8hCD57+ | CDShCD57- | CDSlow
1| 4935 | 2075 | 11099 | 5562 | 8270 1769 202,2 177,0
2| 7980 | 2147 | 12481 | 3485 | 720, 584 109,8 18022
3] 3885 | 2475 | 7358 | 2399 | #413 46,8 32 160,9
4 | 5093 | 3280 | 13614 | 5515 | 8907 105,8 219,0 226,7
5 | 8400 | 3049 | 26309 | 9313 | 9400 105,5 2481 5717
6 | 7245 | 4463 | 26835 | 8520 | 11845 122,6 3467 3827
7| 5408 | 1828 | 7290 | 2024 | 4252 183 1033 508
8 | 4830 | 2912 | 14780 | 3359 | 6813 1108 1159 1092
9 | 4620 | 1982 | 17136 | 5758 | 10780 15,1 245 3155
10 | 6720 | 3703 | 20294 | 10523 | 14521 120,5 41,0 490,7
11| 4358 | 306 | 9304 | 3156 | 6287 572 275 30,9
12| 7770 | 7125 | 24872 | 7725 | 1826, 1564 2135 3726
13 | 3780 | 283 | 13873 | 4629 | 9189 75,1 2353 1519
14 | 9030 | 5409 | 17879 | 13767 | 11725 2744 3259 776,3
15 | 7403 | 3361 | 12533 | 4118 | 5180 1347 119,6 157,5
16 | 5355 | 3877 | 18330 | 4605 | 9207 58,1 132,7 269.6
17 | 4988 | 2369 | 16156 | 5596 | 11573 410 2104 3083
18 | 4515 | 2379 | 1534 | 6718 | 10068 146,1 170,5 355,2
19 | 4778 | 339 | 11257 | 4456 | 9097 938 2408 11,0
200 | 5145 | 2920 | 14941 | 548 | 6897 89,5 2110 2443
A | 410 | 1336 | 5208 | 1915 | 3844 386 80,9 7,0
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11 lentelé.  tyrimo(iki operacijos) imunologiniy tyrimy rezultatai

Eil.nr CDShCD57+%CD8  |CD8hCD57-%CD8 | CD8low%CD8 [CD4CD57+% |CD25+Foxp3%CD4  [CD4CD25Foxp3
1 318 36,4 31,8 212 7,75 64,1
2 16,8 31,5 51,7 9,63 3,66 26,4
3 19,5 134 67,1 16,15 3,88 17,1
4 19,2 39,7 41,1 13,66 11,06 98,5
5 113 26,6 62,0 4,09 5,04 474
6 144 40,7 449 3,77 3,04 36,0
7 239 51,0 25.1 9,34 6.53 2738
8 33,0 343 32,5 2,79 12,6 85,8
9 2,6 26 54,8 2,04 15 161,7
10 11,5 419 46,6 10,53 423 614
1 18,1 72,1 98 10,7 7,69 483
12 20,3 315 482 14,18 5,16 942
13 16,4 50,8 328 10,07 527 484
14 19,9 237 56,4 373 14,38 168,6
15 32,7 29,0 383 1,48 6,99 36,22
16 12,6 288 58,6 8,87 13,46 1239
17 73 376 55,1 4,66 8,69 100,6
18 217 254 52,9 25.39 42 25
19 21,0 54,0 249 16,65 9,58 87,1
20 164 38,7 448 10,17 15,22 105,0
21 202 03 376 14,63 0,83 32

Pacientams iki operacijos periferiniame kraujyje monocity vidurkis
buvo 309,1 last/ul, intervalas (131,3-545,4) last/ul, limfocity vidurkis 1500,2
last/ul, intervalas (582,8-2828,2) last/ul, CD8 limfocituy vidurkis buvo 581,6
last/ul, intervalas (198,1-2177,7) last/ul, CD4 limfocity vidurkis buvo 909,1
last/ul, intervalas (364,4-1854,7) last/ul, CD8highCD57+ limfocity vidurkis
buvo 107,5 last/ul, intervalas (9,6-434,1) last/ul, CD8highCD57- limfocity
vidurkis buvo 209 last/ul, intervalas (26,6-515,6) last/ul, CD8low limfocity
vidurkis buvo 265,1 last/ul, intervalas (42,0-434,3) Iast/ul.

Ligoniy T limfocity subpopuliacijy tyrimai periferiniame kraujyje po

operacijos pateikti 12 ir 13 lentelése.
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12 lentelé. /] tyrimo(po operacijos) imunologiniy tyrimy rezultatai

Eilnr (WBC limf MONOC CD8 CD4 CD8hCD57+ | CD8hCD57- | CD8low
1 4463 962,2 219,6 5488 660,4 203,2 168,6 177,0
2 8190 2062,2 3235 5543 1419,6 116,9 197.6 239.8
3 5093 11184 2745 269,0 559,9 72,0 31,8 165,2
4 4673 12771 314,5 559,5 811,6 1289 238,1 192,6
5 5723 1364,9 253,5 409,6 789,3 65,7 140,0 203,9
6 4670 1379,1 2438 3943 10143 523 167,3 174,71
7 5933 1089,3 299,6 3778 825,6 94,0 1938 90,0
8 4778 1279,5 2475 300,8 715,1 974 95,7 107,7
9 5513 1866,7 2734 685,1 1063,5 14,0 268,2 402,8
10 7455 1895,1 328,0 1002,5 796,1 109,9 388,3 504,3
11 3203 909,0 2742 268,2 540,0 45,9 180,7 41,5
12 7665 1190,4 552,6 3328 691,6 81,3 100,8 150,7
13 4253 1419,2 2309 403,9 777,0 82,6 196,6 1247
14 6900 1707,1 378,8 1221,1 1064,0 215,1 343,6 662,3
15 7088 1628,8 4430 604,3 982,2 179,2 175,1 250,0
16 8925 2602,5 720,2 540,0 1484,7 50,5 183,5 306,1
17 4305 16484 201,5 452,0 12134 40,6 2519 159,6
18 5145 1992,7 344,2 9154 1385,9 205,0 2319 4784
19 6930 1756,1 5814 1129,9 1309,0 1774 356,5 596,0
20 3203 1143,8 152,1 4494 5514 108,5 174,8 166,1
21 4620 12174 209,7 409,3 950,9 95,3 165,4 148,5
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13 lentelé. /I tyrimo(po operacijos) imunologiniy tyrimy rezultatai

Eilar  |CD4CD57+% |CD25+Foxp3%CD4  |CD4CD25Foxp3 [CDSKCD57+%CD8 |CDShCDS7-%CD8 | CD8low’%CD8
1 22,98 458 302 37,0 30,7 32
2 1142 2,65 376 21,1 356 53
3 621 6,03 338 26,3 118 614
4 13,77 12,83 104,1 230 45 344
5 7,67 12,74 100,6 16,0 34 4938
6 11,19 5,06 513 133 04 43
7 13,62 10,17 84,0 249 513 238
8 10,23 545 03 324 318 358
9 117 827 87,9 20 39,2 588
10 238 10,66 84,9 11,0 38,7 503
11 7,86 948 512 17,1 674 15,5
12 9,56 771 533 244 303 453
13 578 7.9 619 204 48,7 309
14 16,2 1047 1114 176 281 542
15 142 931 914 296 29,0 414
16 6,74 177 1154 93 340 56,7
17 41 747 90,6 9,0 55,7 353
18 28,25 9,29 1287 04 253 523
19 16,67 6,85 89,7 15,7 316 528
20 133 5,55 306 24 389 37,0
21 18,35 3,14 299 33 404 36,3

Pacientams po operacijos periferiniame kraujyje monocity vidurkis

buvo 327 last/ul, intervalas (152,1-720,3) last/ul, limfocity vidurkis 1500,5
last/ul, intervalas (909,0-2602,5) last/ul, CD8 limfocity vidurkis buvo 563,2
last/ul, intervalas (268,2-1221,1) last/ul, CD4 limfocity vidurkis buvo 936,5
last/ul, intervalas (540,0-1484,7) last/ul, CD8highCD57+ limfocity vidurkis
buvo 106,5 last/ul, intervalas (14-215,1) last/ul, CD8highCD57- limfocity
vidurkis buvo 202,4 last/ul, intervalas (31-388,3) last/ul, CD8low limfocity

vidurkis buvo 254,4 last/pl, intervalas (41,5-662,3) last/p.

Buvo istirta neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy naviko

proliferacijos Zymuo Ki-67>16%, CD8highCD57+ limfocity subpopuliacijos

pakitimai prie$ ir po operacijos (19 pav.)
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19 pav. CD8highCD57+ limfocity kiekio pakitimai CD8+ limfocity
populiacijoje pries ir po operacijos, kai naviko proliferacijos zymeny Ki-

67216%.

Po operacijos visems pacientams (n=5) pasireiské CD8highCD57+

limfocity subpopuliacijos didéjimas.

Pacienty, kuriy naviko proliferacijos zymuo Ki-67<16%,
CD8highCD57+ limfocity subpopuliacijos pakitimai pries ir po operacijos
parodyti 20 paveiksle.
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20 pav. CD8highCD57+ limfocity kiekio pakitimai CDS8+ limfocity
populiacijoje pries(l) ir po operacijos(Il), kai naviko proliferacijos Zymeny
Ki-67<16%.

Po operacijos 8 pacienty CD8highCD57+ limfocity subpopuliacija

buvo sumazeéjusi ir 7 pacienty buvo padidéjusi.

Buvo istirta neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy naviko
proliferacijos Zymuo Ki-67>16%, CD8low T limfocity subpopuliacijos

pakitimai pries ir po operacijos (21 pav.).
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21 pav.

0\\:

prie§ operacija po operacijos

CD8low T limfocity subpopuliacijos pakitimai pries(l) ir po

operacijos(ll), kai naviko proliferacijos Zymeny Ki-67>16%.

Po operacijos visu pacienty (n=5).CD8low limfocity subpopuliacija

buvo sumazéjusi.

CDS8low T limfocity subpopuliacijos pakitimai prie$ ir po operacijos ty

pacienty, kuriy naviko proliferacijos zymuo Ki-67<16%, parodyti 22

paveiksle.
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22 pav. CDS8low T limfocity subpopuliacijos pakitimai pries(l) ir po
operacijos(1l), kai naviko proliferacijos Zymeny Ki-67<16%).

Po operacijos 4 pacienty CD8low limfocity subpopuliacija buvo

sumazéjusi ir 12 pacienty buvo padidéjusi.

Buvo istirta neiSplitusia melanoma serganciy pacienty, kuriy naviko
proliferacijos zymuo Ki-67>16%, CDS8low T limfocity subpopuliacijos

procento CD8+ populiacijoje pakitimai pries ir po operacijos (23 pav.).
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23 pav. CDSlow limfocity kiekio pakitimai CD8+ limfocity populiacijoje
pries(l) ir po operacijos(ll), kai naviko proliferacijos zymeny Ki-67>16%.

Po operacijos 4 pacienty CD8low limfocity subpopuliacija buvo

sumazgjusi ir 1 paciento buvo padidéjusi.

Pacienty, kuriy naviko proliferacijos zymuo Ki-67<16%, CD8low
limfocity subpopuliacijos pakitimai parodyti 24 paveiksle.
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24 pav. CD8low limfocity kiekio pakitimai CDS8+ limfocity populiacijoje
pries(l) ir po operacijos(ll), kai naviko proliferacijos zymeny Ki-67<16%.

Po operacijos 10 pacienty CDS8low limfocityu subpopuliacija buvo

sumazg€jusi ir 6 pacienty buvo padidejusi.
5. REZULTATU APTARIMAS

Neisplitusia melanoma serganciy ligoniy gydymas IFN-a nesilaikant
atrankos kriterijy (neindividualizuotas), miisy duomenimis, nepagerina ligoniy
i8gyvenimo trukmés. Misy duomenys atitinka 2002 metais Marko B. Lenso ir
Martino Daweso atlikto 9 atsitiktinés atrankos kontroliniy tyrimy metaanalizés
rezultatus, apibendrinancius duomenis apie melanoma serganciy pacienty
gydymo IFN-a efektyvuma. Tik viename tyrime buvo patvirtinti teigiami
gydymo IFN-a rezultatai laikotarpiu iki ligos progresavimo pradzios, o

iSgyvenimo trukmei teigiamos jtakos nustatyta nebuvo (1).
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Yra nemazai informacijos apie Ki-67 ijtaka melanomos prognozei,
taiau Si informacija priestaringa (9,10,67). Miisuy tyrimai neparodé Ki-67
raiSkos navike prognozinés reikSmés negydytiems IFN-a neiSplitusia
melanoma sergantiems pacientams, kuriy naviko storis >1,5 mm. Kity autoriy
duomenimis, Ki-67 raiSka tiesiogiai koreliuoja su naviko metastazavimu ir
pacienty iSgyvenimo trukme (10,62,117,118) ta¢iau nurodoma, kad
proliferacinio aktyvumo reik§mé priklauso nuo naviko storio ir, pasiekus
navikui 1,5-2,0 mm stori, Ki-67 praranda prognozing vertg (8). Miisy rezultatai

atitinka $iy autoriy duomenis.

Iki Siol Ki-67 Zymens reik§mé adjuvantini gydyma IFN-o gavusiems
melanoma sergantiems ligoniams nebuvo tirta. Misy darbe pirma karta buvo
nustatyta, kad gydymo IFN-a efektyvumas gali priklausyti nuo pirminio
naviko augimo frakcijos, iSmatuotos Ki-67 Zymens raiSka, dydzio. Taigi
gydytiems IFN-a neisplitusia melanomas sergantiems pacientams Ki-67 Zymuo
igyja prediktyving reik§me. Gydytiems IFN-o pacientams, kai Ki-67>16%,
iSgyvenimo trukmé buvo statistiSkai reik§mingai trumpesné. Kadangi pacienty
skaiCius misy tyrime nebuvo labai didelis (n=33), reikia pripazinti, kad
didesnio pacienty skaiCiaus tyrimai gali ir nepatvirtinti melanoma serganciy
pacienty i§gyvenima trumpinan¢io IFN-o poveikio. Siaip ar taip, mazai
tikétina, kad gydymas interferonu alfa gali pailginti pacienty, kuriy navikuose
Ki-67 raiSka yra didesné negu 16%, iSgyvenima. Misy duomenimis, gydyti
IFN-a pacientai, kuriy naviko storis buvo > 4 mm, o Ki-67 raiska navikuose
buvo <16%, iSgyveno ilgiau negu negydyti Ki-67, nors skirtumas ir nebuvo
statistiskai reik§mingas. Siems rezultatams patvirtinti reikalingi didesnio

pacienty skai¢iaus prospektyviniai atsitiktinés atrankos tyrimai.

Kad nustatytume, ar neiSplitusia melanoma serganciy pacienty
imuningje sistemoje atsiranda pokyc¢iy, mes palyginome melanoma serganéiy
pacienty ir kontrolinés grupés individy imunologinius rodiklius. Miisy tyrimo

rezultatai rodo, kad neisplitusia melanoma serganciy pacienty periferiniame
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kraujyje sumazéja monocity, o limfocity kiekis reikSmingai nesiskiria nuo
sveiky asmeny limfocity kiekio. Atlikus detalesng T limfocity analizg, pavyko
atskleisti ryskius atskiry limfocity subpopuliacijuy skirtumus tarp pacienty ir

kontrolinés grupés asmenu.

Melanoma sergan¢iy pacienty kraujyje nustatytas padidéjes CD4+
limfocity kiekis. CD4+ limfocitai yra helperiai/induktoriai, biitini imuninio
atsako 1iniciacijai. Taciau i CD4+ subpopuliacija jeina ir T reguliaciniai
limfocitai (CD4+CD25+FoxP3+), kuriy kiekis yra padidéjes melanoma
serganciy pacienty kraujyje ir kurie gali mazinti prieSvéziniy imuniniy reakcijy

efektyvuma (119,120).

Siame darbe daugiau démesio buvo skirta CDS8+ limfocity
populiacijai, kadangi citotoksiniai CD8+ limfocitai vaidina pagrindini
vaidmenj eliminuojant navikines ir virusu infekuotas lasteles (121).
CD8highCD57+ limfocitai gali pasizyméti rySkiu citotoksiSkumu, nors ju
proliferacinis aktyvumas ir sumazéjgs (122). Kiti autoriai nurodo, kad $ita
subpopuliacija gali pasiZyméti ir supresinémis savybémis (123,124). Yra
duomeny, kad gydomuy IFN-o melanoma serganciy pacienty, kuriems yra
metastaziy sritinivose limfmazgiuose, kraujyje didéjant CD8highCD57+
limfocity kiekiui iSgyvenimo trukmé darosi ilgesné. Taigi, sergant melanoma ir
esant metastaziy sritiniuose limfmazgiuose, CD8highCD57+ limfocitai, matyt,
atlieka citotoksing funkcija (84,85). Misuy tyrime nenustatéme ryskesniy Sios
subpopuliacijos kiekio skirtumy tarp melanoma serganéiy pacienty ir
kontrolinés grupés individy. CD57 antigeno raiSka, prieSingai, susijusi su
kostimuliacinés molekulés CD28 raiska CD8+ limfocito pavirSiuje (125).
CD8highCD57- limfocitai turi kostimuliacing molekule CD28 ir todél gali
proliferuodami reaguoti { antigeno signalg. IS Siy limfocity iSsivysto
citotokskiniy limfocity populiacija. Misy rezultatai rodo, kad neiSplitusia

melanoma serganCiy pacienty kraujyje CD8highCD57- limfocity yra
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statistiSkai reik§mingai maziau negu sveiky asmeny kraujyje. Taigi melanoma

serganciy pacienty CD8+ limfocity citotoksinés funkcijos yra susilpnéjusios.

Duomeny apie CD8low limfocity subpopuliacija yra palyginti nedaug,
taCiau, kai kuriy autoriy duomenimis, $iy limfocity proliferacijos atsakas i T
limfocito receptoriaus suri§ima paprastai biina menkas (126). Musy duomenys
rodo, kad neiSplitusia melanoma serganciy pacienty kraujyje CD8low

limfocity yra reik§mingai daugiau negu kontrolinés grupés asmeny kraujyje.

Taigi, miisy tyrimo rezultatai rodo, kad neiSplitusia melanoma
serganCiy pacienty periferiniame kraujyje yra sumazéj¢ monocity, padaugéje
CD4+ limfocity ir pakitusi CD8+ limfocity populiacijos vidiné struktura.
Neisplitusia melanoma serganciy pacienty CD8+ populiacijoje yra sumazéje
potencialiai citotoksiniy CD8highCD57- limfocity ir padaugéje disfunkciniy
CD8low limfocity. Kadangi misy tirty melanoma serganciy pacienty navikai
buvo palyginti maZzi, mazai tikétina, kad nustatyti imuninés sistemos pokyciai
yra sukelti navikinio proceso. Galima iSkelti prielaida, kad Sie imuninés

sistemos pokyciai sudaré salygas atsirasti ar vystytis navikams.

Tiriant Ki-67 raiSka navikuose buvo nustatyta, kad Sis zymuo igyja
prediktyving reikSme neiSplitusia melanoma sergantiems pacientams,
gydytiems IFN-o. Kadangi vienas i§ pagrindiniy IFN-a veikimo mechanizmy
yra poveikis imuninei sistemai, buvo istirtas Ki-67 raiSkos navike rySys su
imunine sistema. Tuo tikslu buvo tirta imuninés sistemos biiklé pries ir po
operacijos. Tyrimo rezultatai rodo, kad Ki-67 raiskai navike esant >16%,
imuninés sistemos rodikliy pokyciai yra vienos krypties. Po operacijos
padidéjo visy tirty pacienty (n=5) CD8highCD57+ limfocity subpopuliacijos
lasteliy procentas CDS8+ limfocity, populiacijoje, o CDS8low limfocity
subpopuliacijos lasteliy kiekis visy pacienty sumazéjo. Esant Ki-67 raiskai
navikuose <16% imuninis sistemos atsakas jau nebuvo vienos krypties.
Pasalinus melanomos navika tarp limfocity subpopuliaciju buvo tiek
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padidéjusiy, tiek ir sumazéjusiy reikSmiy. Tai rodo, kad imuniné sistema
neabejotinai reaguoja i didelés proliferacijos (Ki-67>16%) melanomos
navikus. Esant mazesnei naviko augimo frakcijai (Ki-67<16%), matyt,

imuninés sistemos rodikliams didesne jtaka gali daryti kiti faktoriai.

Miisy tyrimo rezultatai rodo, kad gydant IFN-a pacientus, kuriy naviky
proliferacijos zymens Ki-67 raiska buvo >16%, statistiSkai reik§mingai
sumazgjo juy iSgyvenimo trukmé. Kaip matome i§ apraSyty duomeny,
pacientams, kuriy naviky proliferacijos Zymens Ki-67 raiska buvo >16%, po
naviko pasalinimo padidéjo citotoksiniy ir sumazéjo disfunkciniy limfocity.
Taigi galima daryti prielaida, kad pasalinus navika, tokiy pacienty imuniné
sistema suaktyvéja. Tokiems pacientams vartojant IFN-a, gali biiti sutrikdomi
imuninés sistemos autoreguliaciniai mechanizmai, o tai gali turéti neigiama

poveiki gydymo efektyvumui.
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6. ISVADOS

1.Ki-67 proliferacijos Zymuo neturi prognozinés reikSmeés neisplitusia

melanoma sergantiems pacientams, kai naviko storis >1,5 mm.

2.Ki-67 proliferacijos zymuo turi prediktyving reikSme gydytiems

IFN-a neisplitusia melanoma sergantiems pacientams.

3. Nustatytas reikSmingas monocity, CD8highCD57- limfocity kiekio
sumazéjimas ir CD4+ ir CDS8low limfocity kiekio padidéjimas neiSplitusia

melanoma serganciy pacienty periferiniame kraujyje.

4. Nei$plitusia melanoma serganciy pacienty naviko augimo frakcijos
dydis (Ki-67 raiska) gali daryti jtaka T limfocity subpopuliaciju pakitimams po

operacinio gydymo.
7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Netikslinga skirti adjuvantini gydyma IFN-o nesilaikant atrankos
kriterijy (neindividualizuotai) pacientams, sergantiems neiSplitusia melanoma,

kai naviko storis > 1,5 mm, ypac¢ jei navike Ki-67 zymens raiska yra >16%.
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