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SANTRUMPOS

AJCC — Amerikos jungtinis vézio komitetas (angl. American Joint
Committee on Cancer)

AKT — serino / treonino kinazé (angl. Serine / threonineprotein kinase)
APC / C — anafaze skatinantis kompleksas / ciklosoma (angl. anaphase-
promoting complex/cyclosome)

BBC3 — genas koduojantis BCL2 Seimos baltyma, BCL2 jungiantis
komponentas 3 (angl. BCL2 binding component 3)

BRAF — protoonkogenas B-Raf, serino / treonino kinazé¢ (angl.
Serine/threonine-protein kinase B-Raf)

C | EBP- 6—CCAAT - baltymo prisijungimo stipriklis (angl. CCAAT /
enhancer-bindingprotein-o)

CDK4 — nuo ciklino priklausoma kinazé 4 (angl. cyclin-dependent kinase
4)

CDKN2A - nuo ciklino priklausomas kinazés slopiklis 2A (angl. cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A)

CKIT — receptoriné tirozino kinazé, protoonkogenas (angl. tyrosine-
protein kinase KIT)

c—Myc, c-Jun — lastelés cikla aktyvinantys transkripcijos veiksniai
CCNEL1 - ciklinas E1, genas, koduojantis cikliny §eimos baltyma E1 (angl.
cyclin E1)

Cl — pasikliautinis intervalas (angl. Confidence Interval)

CTLA-4 — citotoksiniy T-limfocity reguliatorius (slopiklis) 4 (angl.
cytotoxic T-lymphocyteassociated protein 4)

DNR — deoksiribonukleo ruigstis

DMSO - dimetilsulfoksidas

DNS — displastiniy apgamy sindromas (angl. dysplastic nevus sindrome)
DUB - deubikvitilinimas

EGF — epidermio augimo veiksnys (angl. epidermal growth factor)

EMT — epitelio—mezenchimos virsmas

ERK / MAPK - nelgstelinio veiksnio (signal) reguliuojama kinazé,
dalyvaujanti MAPK / ERK signaliniame kelyje (angl. extracellular signal-
regulated kinase)

FAMMM - seiminis atipiniy apgamy—melanomos sindromas

FBW7 — konservatyvios F-sekos ir WD pakartoting domeng turintis
baltymas 7

FDA — Maisto ir vaisty administracija, JAV (angl. Food and drug
administration)



FGF — fibroblasty augimo veiksnys (angl. fibroblast growth factors)
gp100 — glikoproteinas 100

HECT — Konservatyvus ubikvitino ligazés domenas (angl. homologous to
the E6 AP carboxyl terminus)

HDM2 - baltymo ubikvitino ligazé¢ (angl. human double minute 2
homolog)

HGF — hepatocity augimo veiksnys (angl. hepatocyte growth factor)
HIF-1a — hipoksijos indukuojamas veiksnys-1a

HR - rizikos santykis (angl. hazard ratio)

IARC — Tarptautiné vézio tyrimy agenttra (angl. International Agency for
Research on Cancer)

In vitro — (lot.: stikle) tyrimai atlikti su negyvais organizmais

In vivo — (lot.: gyvame) tyrimai atlikti su gyvais organizmais

JAG1, JAG2 ir DLL1 — NOTCH receptoriaus ligandai (angl. Jagged1,
Jaggedl ir delta-likeligand 1)

KIT — receptoriné tirozino kinazé¢ KIT

KLF5 — I Kruppel panasiy transkripcijos veiksniy 5-os Seimos baltymai,
pasiZymintys ,,cinko pirS§ty“ domenais

MAPK — mitogenu aktyvinama proteinkinazé

MAS — melanomos ir astrocitomos sindromas

MC1R — melanokortino 1 receptorius

Mcl-1 — mieloidiniy lasteliy leukemijos baltymas Mcl1

MDM2 — baltymo ubikvitino ligazé (angl. mouse double minute 2
homolog)

MEK1 / MEK2 — dvigubo specifiSkumo mitogenu aktyvinamos baltymy
kinazés 1/2, dalyvaujancios MAPK / ERK signaliniame kelyje (angl. MAP
kinase / ERK kinase)

MSH — melanocitus stimuliuojantis hormonas

MTOR - zinduoliy rapamicino taikinys (angl. mammalian target of
rapamycin)

UM — mikromoliai

n — atvejy skaicius

NF1 — 1 tipo neurofibromatoze

NICD — Notch vidulgstelinis domenas (angl. Notch intracellular domain)
NRAS — RAS geny Seimos protoonkogenas NRAS

NRF1 — branduolio kvépavimo veiksnys 1 (ang. nuclear respiratory factor
1)

p — reikSmingumo lygmuo



pl4ARF, pl6INK4a — CDKN2A lokuso alternatyvaus skaitymo rémelio
baltymai, nuo cikliny priklausomy kinaziy slopikliai, navika slopinanciy
geny produktai

p53 / TP53 — baltymas p53, navikg slopinantis genas, koduojantis p53
baltyma

PD-1 — programuotos lasteliy mirties baltymas—1 (angl. programmed cell
death proteinl), reguliuojantis imuninj atsaka

PDGF — trombocity augimo veiksnys (angl. platelet-derived growth factor)
PGR — polimerazés grandininé reakcija

PI13K — fosfatidilinozitol-3-kinazé (angl. phosphatidylinositol 3-kinase)
PTEN — lipidy—baltymy fosfatazé, AKT slopiklis (angl. phosphatase and
tenesin homologue)

PUVA — psoralenas kartu su ultravioletiniais A (UVA) spinduliais

PUMA - p53 reguliuvojamas apoptozés moduliatorius (angl. p53
upregulated modulator of apoptosis)

RAS / RAF /| MEK / ERK - kinazés, dalyvaujanéios MEK / ERK
signaliniame procese

RBX1/ROC1 ir RBX2/ROC2 — RING tipo baltymai

RG7112 / RG7388 — farmakologiskai optimizuota nutlino—3 forma

RING — ,,cinko pir$ty“ domenas, sudarantis ubikvitino ligazes (angl. really
interesting new gene)

RITA — mazos molekulinés masés junginys, aktyvinantis apoptoze P53
funkcija pasizyminciose ir nepasizyminciose lastelése (angl. reactivation
of p53 and induction of tumor cell apoptosis)

SAG — appptozei jautrus genas (angl. sensitive to apoptosis gene)

SCF — S Iastelés dalijimosi faze¢ skatinantis veiksnys

SKP1/ Cullin—1 — konservatyvia F—seka pasizymintys baltymai

SREBP - sterolio reguliavimo elementg suri$antys baltymai (angl. sterol
regulatory element binding proteins)

TMA — audiniy mikrogardelés

TNM - piktybiniy naviky i$plitimo vertinimo sistema ( angl. tumor, nodes,
metastasis)

VEGF - kraujagysliy endotelio augimo veiksnys (angl. vascular
endothelial growth factor)

vs — lyginant (lot. versus)

Wnt — onkogeninis signalinis proceas (pavadinimas kiles i§ geny Wingless
ir Int-1 pavadinimy)

XZ — Pearsono chi—kvadrato testas


https://en.wikipedia.org/wiki/Programmed_cell_death_protein_1
https://en.wikipedia.org/wiki/Programmed_cell_death_protein_1

XIAP — su X susijes apoptozés slopiklis (angl. X-linked inhibitor of
apoptosis)
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[VADAS

Odos melanoma yra agresyviausias odos vézys tarp visy odos veézio
formy. Sergamumas melanoma didéja kiekvienais metais. Per pastaruosius
tris deSimtmecius melanomos paplitimas pasaulyje padidéjo daugiau nei
dvigubai. Nors melanoma sudaro maziau nei 5 proc. visy odos vézio atvejy,
mirtingumas nuo melanomos siekia daugiau kaip 70 proc. visy mirciy tarp
odos naviky (1). Nacionalinio véZio instituto VéZio registro duomenimis,
sergamumas melanoma Lietuvoje per pastargji deSimtmetj padvigubéjo ir
sudaro apie 320 naujy atvejy per metus (2).

Pagrindinis melanomos gydymas yra operacinis naviko paSalinimas,
taciau, esant iSplitusiai melanomai ir atsiradus tolimoms metastazéms,
reikalingas papildomas taikiniy arba imunoterapinis gydymas. Metastazés
lemia dauguma su melanoma susijusiy miréiy (3, 4). Dar prie§ deSimtmetj
vidutinis pacienty, sergan¢iy metastazavusia melanoma, iS§gyvenamumas
buvo 8-9 mén., o trejy mety bendrasis i§gyvenamumas sické maziau nei
15 proc. (5). Pastaraisiais metais pasiekta didelé pazanga siekiant suprasti
Sia ligg molekuliniu lygiu, o pagilintos zinios apie melanomos molekuling
patogeneze paskatino naujy vaisty paieSkas melanomai gydyti. Melanomos
gydymas pasikeité, klasiking melanomos terapija pakeité nauji selektyviis
vaistiniai preparatai, atsirado naujas poziiris j individualizuota melanomos
gydyma.

Onkoimunologijos Zinios ir tyrimai apie signalinius kelius ir jy sgveika
melanomos atveju jgalino nustatyti naujus taikinius (signaliniy keliy
slopiklius, imuninio atsako moduliatorius) veiksmingam melanomos
gydymui. ISsamus pacienty iStyrimas, specifiniy biozymeny ir geny
mutacijy nustatymas leidzia parinkti individualizuotg, specifinj
melanomos gydyma tam tikram pacientui ir taip pasiekti geresniy gydymo
rezultaty. Kelios pagrindinés vaistiniy preparaty grupés, keiCiancios
klasiking melanomos terapija, yra taikiniy terapija: selektyviis BRAF
(protoonkogenas B-Raf, serino / treonino kinaz¢) slopikliai
(vemurafenibas, dabrafenibas, encorafenibas), specifinis MEK1 / MEK2
(dvigubo specifiSkumo mitogenu aktyvintos baltymy kinazés) slopiklis
(trametinibas) ir imunoterapija: citotoksinio T-limfocity antigeno 4
(CTLA—4) monokloninis antik@inas (ipilimumabas), programuotas lasteliy
mirties  baltymo-1 (PD-1) slopiklio antikiinas (nivolumabas,
pembrolizumabas).

Nuo 2011 mety, atsiradus naujiems vaistams, pacienty, serganciy
neoperobilia arba metastazavusia melanoma, vidutiné bendrojo
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i8gyvenamumo trukmé padidéjo nuo 6—8 mén. iki dvejy mety (6-8). Nors
naujos gydymo strategijos daugeliu atvejy yra veiksmingos, problema,
susijusi su iSsivystanciu atsparumu gydymui, iSlieka, ir tai lemia
blogesnius gydymo rezultatus. Todé¢l biitini tyrimai, siekiant nustatyti
naujus gydymo taikinius, atrasti tinkamus vaistus ir jy derinius su kitais
medikamentais bei kitais gydymo metodais metastazavusiai melanomai
gydyti. Kuriant naujas metastazavusios melanomos gydymo strategijas
reikia atsizvelgti | tam tikro naviko individualy genetinj profilj ir
specifinius biozymenis, dalyvaujan¢ius kancerogenezéje, tokius kaip
BRAF, NRAS, KIT, PTEN, CDKN2A, MITF, p53 ir kt. geny mutacijas,
Notch signalinio kelio raiska, ubikvitino proteosomos kelio dalyviy (c—
Myc, FBXW7, MDM2 ir kity ligaziy) raiSkos pokycius, kraujagysliy
augimo veiksniy (VEGF, VEGF-R1, VEGFR2 ir VEGF-R3) raiska,
imuninio atsako komponentus (T Iagsteliy reguliatoriai (Treg), mieloidy
sukeliamas slopinancias lgstelés (MDSC) ir M2 makrofagai). Tyréjy
démesio centre yra jvairiy lokalizacijy piktybiniai navikai, taciau reikia
atkreipti démesj, kad duomenys yra tik kaupiami, dar néra susisteminti,
ypaé melanomos atzvilgiu. Zinant konkretaus paciento, serganéio
melanoma, geny mutacijas, jy koduojamy baltymy raiskos pokycius gali
buti skiriama tiksliné (individualizuota) veiksminga taikiniy terapija,
kurios esmé yra naudojant mazas molekules, slopiklius ar aktyviklius arba
antiktinus paveikti mutavusius baltymus, kurie lemia ligos progresavima.
E3 ubikvitino ligazés, kurios yra specifiski ubikvitino—proteosomos
sistemos fermentai, atkreipia tyréjy démesj kaip vaisty taikinys dél to, kad
su jomis susijusios daugelio baltymy funkcijos ir jy tarpusavio saveikos.
Ivairts E3 ligaziy kompleksai (FBXW7, MDM2, RBX1 / ROCI1, RBX2 /
ROC2, kulinai ir kt.), vystantis melanomai, gali veikti kaip onkogenai arba
naviky slopikliai. Sie baltymai reguliuoja jvairiy signaliniy keliy ir
baltymy, tokiy kaip p53 ir Notch funkcijas. Atskiry tyrimy duomenimis,
E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 sumazéjusi raiska yra susijusi su blogesniu
melanoma serganciy pacienty penkeriy mety iSgyvenamumu (9),
padidéjusi c—Myc raiska siejama su melanomos tolimomis metastazémis ir
bloga prognoze (10), o sumazéjusi MDM2 rai$ka siejama su melanoma
serganciy pacienty geresniu iSgyvenamumu (11). Pavieniy tyrimy metu
stengiamasi identifikuoti geny produktus, kuriy raiska kinta progresuojant
ligai, kurie galéty buti tiek nauji, potencialiis molekuliniai taikiniai gydant
melanoma, tiek nauji prognoziniai Zymenys ligos eigai numatyti (9, 12).
Nustatyta, kad melanomos atveju yra padidéjusi Notch signalinio kelio raiska
ir sumazéjusi p53 raiska (13, 14). Siy signaliniy keliy i§derinima melanomos
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atveju lemia E3 ubikvitino ligaziy FBXW?7 ir p53 reguliatoriaus MDM2
raiskos ir aktyvumo poky¢iai. Identifikuoti naujos kartos E3 ubikvitino ligaziy
slopikliai nutlinas—3 ir RITA, kurie suardo MDM2-p53 saveikg navikuose ir
atstato p53 apoptoting funkcijg (15). Oridoninas aktyvina FBXW?7 ir taip
uztikrina lastelés ciklo sustabdyma ir naviko lasteliy apoptoze (16). Tikétasi,
kad $io darbo metu minéty E3 ubikvitino ligaziy ir jy substraty p53 ir c-Myc
baltymy raisSkos priklausomybiy nuo melanomos stadijy nustatymas padés
jvertinti jy kaip potencialiy taikiniy reik§m¢ melanomai gydyti, 0 MDM2—p53
sgveikos slopikliai nutlinas—3 ir RITA bei E3 ubikvitino ligazés FBXW7
aktyviklis oridoninas galés sukelti metastazavusios melanomos lasteliy
apoptoze ir sustabdyti naviko augima bei progresavima — taip padéti
modeliuoti personalizuotag melanomos gydyma. Todél Sis disertacinis darbas
yra skirtas naujy molekuliniy taikiniy melanomai gydyti paieskai tarp E3
ubikvitino ligaziy.
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1. DARBO TIKSLAI IR UZDAVINIAI

1.1. Darbo tikslas

Nustatyti E3 ubikvitino ligaziy FBXW?7 ir MDM2 bei jy substraty p53
ir c-Myc baltymy raiskos vaidmenj vystantis metastazavusiai melanomai ir
jvertinti galimus naujus molekulinius taikinius $iai ligai gydyti.

1.2. Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti E3 ubikvitino ligazés FBXW7 aktyviklio oridonino ir E3
ubikvitino ligazés MDM2 ir navika slopinanc¢io baltymo p53 saveikos
(MDM2-p53) slopikliy nutlino—3 ir RITA bei jy deriniy (nutlino—3 ir
RITA; oridonino ir RITA; oridonino ir nutlino—3; oridonino, nutlino-3
ir RITA) poveikj zmogaus metastazavusios melanomos SK-MEL-26,
FM-94 ir FM-3 lasteliy linijos gyvybingumui.

2. Nustatyti E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino ir E3
ubikvitino ligazés MDM2 ir navika slopinancio baltymo p53 saveikos
(MDM2—p53) slopikliy nutlino—3 ir RITA poveiki NUMB, FBW?7,
MDM2, MDM4, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, CDKN2A, CDKNI1A,
BBC3, p53, c-MYC, Jun, Parp, CCNE1, CCND1, JAG, LNX1 geny
raiSkai zmogaus metastazavusios melanomos SK-MEL-26 ir FM—94
linijy lastelése.

3. Nustatyti E3 ubikvitino ligaziy FBXW?7 ir MDM?2 bei jy substraty p53
ir c-Myc baltymy raiSka displastiniy apgamy ir melanomos pacienty
pooperacinéje medziagoje ir palyginti su melanomos klinikinémis ir
patologinémis charakteristikomis.

4. lvertinti tirtyjy molekuliniy biozymeny kaip potencialiy taikiniy
reik§me¢ metastazavusiai melanomai gydyti.
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2. DARBO MOKSLINIS NAUJUMAS IR PRAKTINE REIKSME

20122015 metais pasaulyje suintensyvéjo doméjimasis E3 ubikvitino
ligaziy ir potencialiy Siy fermenty slopikliy naudojimu véziui gydyti.
Tyrimy metu stengtasi identifikuoti geny produktus, kuriy raiska kinta
progresuojant ligai. Zinoma, kad nutlinas—3 ir RITA stabdo melanomos
lasteliy vystymasi, taciau apie oridonino poveikj metastazavusios
melanomos lgsteléms iki 2015 mety buvo zinoma nedaug. Taip pat nebuvo
duomeny apie nutlino—-3 / RITA ir oridonino bei jy derinio poveikio
melanomos Igsteléms. Atskiry autoriy duomenimis, viena vertus, nustatyta
padidéjusi MDM2 geno raiska melanomos atveju, tai lemia sustipréjusia
p53 degradacija, Notch signalinio kelio aktyvinima ir naviko lasteliy
proliferacijg (11), antra vertus, nutlinas—3 gali neigiamai paveikti MDM2—
p53 saveikg ir taip turéti slopinantj poveikj melanomai. Ta¢iau dar néra
tyrimy rezultaty, kaip keic¢iasi MDM2 raiska ir funkcija po gydymo
nutlinu-3 (17).

Rengiant §j darba, atlikus in vitro eksperimentus, panaudojant zmoniy
metastazavusios melanomos lgsteliy linijas, vadovaujantis mums
prieinamos literatiiros duomenimis, pirmg karta kompleksiSkai buvo
jvertintas MDM2-p53 sgveikos slopikliy nutlino—3 ir RITA , E3 ubikvitino
ligazés FBXW7 aktyviklio oridonino bei jy deriniy (nutlino—3 ir RITA;
oridonino ir RITA; oridonino ir nutlino—3; oridonino, nutlino—-3 ir RITA)
poveikis melanomos lgsteliy gyvybingumui priklausomai nuo slopikliy ir
aktyviklio, jy deriniy koncentracijos ir ekspozicijos laiko. Atlikto darbo
metu taip pat iStirtas minéty slopikliy (nutlino—3, RITA) ir aktyviklio
(oridonino) poveikis geny (NUMB, FBW7, MDM2, MDM4, NOTCH1),
dalyvaujanciy p53 ir MDM2 reguliacijoje, ir geny (p53, c-MYC, CDKN2A,
CDKN1A, BBC3, Jun, Parp, CCNE1, CCND1), veikianciy lastelés cikla,
proliferacija ir zuties kelia, raiSka zmogaus metastazavusios melanomos
lastelése.

Tyrimo in vivo metu, panaudojus pooperacing pacienty, kuriems buvo
nustatyta melanoma arba displastinis apgamas, medziaga, buvo nustatyta
E3 ubikvitino ligaziy FBXW7 ir MDM2 bei jy substraty p53 ir c—Myc
raiska baltymy lygmeniu.

Buvo jvertinta sgsaja tarp visy tirtyjy baltymy E3 ubikvitino ligaziy
FBXW?7 ir MDM2 bei jy substraty p53 ir c-Myc raiskos pokyciy ir
pacienty klinikiniy ir patologiniy charakteristiky. Atlikus vienaveiksme ir
daugiaveiksme¢ Cox regresing analize, jvertinta tirtyjy baltymy raiskos
pokyc¢iy, klinikiniy—patologiniy charakteristiky ir jy saveikos reik§me
pacienty mirtingumo rizikai.
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Nustatyta, kad Zema E3 ubikvitino ligazés FBXW7 raiska, susijusi su
melanomos gyliu (pT3 ir pT4) ir morfologiniu melanomos tipu (mazginés
melanomos tipas), todél galéty buti potencialus molekulinis taikinys
melanomai gydyti. Tyrimo su metastazavusios melanomos lgstelémis metu
nustatyta, kad oridoninas veiksmingiausiai slopino melanomos lasteliy
gyvybinguma, todél oridoninas biidamas FBXW7 aktyviklis, galéty biti
potencialus terapinis veiksnys gydant melanoma.

2.1. Autoriaus indélis

Darbo autor¢ dalyvavo rengiant tyrimo protokola, parengé dokumentus
Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimui gauti ir paruosé
Informuoto asmens sutikimo formas. Atrinko pacientus, kuriems buvo
diagnozuotas displastinis apgamas arba melanoma, rinko, sistemino,
analizavo visus klinikinius ir patologinius duomenis. Autoré atrinko lasteliy
linijas atliekant tyrimus in vitro, susipazino su metodais (audiniy
mikrogardeliy imunohistochemine analize (TMA IHC), kiekybine
polimerazés grandinine reakcija (PGR)), reikalingais tyrimui vykdyti. Ji
dalyvavo atlickant duomeny statisting analize, interpretavo gautus
rezultatus, pristaté darbo rezultatus tarptautinése mokslinése
konferencijose, kartu su bendraautoriais rengé mokslines publikacijas.
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3. LITERATUROS APZVALGA
3.1. Odos melanoma ir jos paplitimas

Melanoma — tai piktybinis odos navikas, i$sivystantis dél pakitusiy
melanocity proliferacijos (18). Nors odos melanoma sudaro maziau nei 5
proc. visy odos piktybiniy naviky, tai pats piktybiskiausias odos vézys,
pasizymintis agresyvia eiga ir dideliu mirtingumu (1). Per pastaruosius tris
deSimtmecius melanomos paplitimas pasaulyje padidéjo daugiau nei
dvigubai. Tarptautinés vézio tyrimy agentiiros (angl. International Agency
of Research on Cancer, IARC) duomenimis, 2018 metais pasaulyje
uzregistruota 287 723 naujy odos melanomos atvejy ir 60 712 mir¢iy nuo
Sios ligos. Daugiausiai naujy melanomos atvejy buvo nustatyta Europoje —
50,1 proc., antroje vietoje Siaurés Amerikoje — 27,7 proc., tredioje vietoje
Azijoje — 7,6 proc. Didziausias sergamumo melanoma daznis 100 000
gyventojui 2018 metais buvo Australijoje ir Naujoje Zelandijoje, o po jy
minimos  Skandinavijos 8alys. Maziausias  susirgimy skai¢ius
registruojamas Vidurzemio jiiros regione. Australijoje buvo nustatytas ir
didziausias melanomos procentas tarp vyry, po jos minima Naujoji
Zelandija. DidZziausias melanomos procentas tarp motery registruotas
Danijoje (19). Amerikos vézio draugijos (angl. American Cancer Society,
ACS) prognozes rodo, jog Jungtinése Amerikos Valstijose (JAV) 2020
metais turéty baiti nustatyta 100 350 naujy melanomos atvejy, o
mirtingumas turéty siekti 6 850 atvejy. Apskritai melanoma daZzniau serga
vyrai, ta¢iau iki 50 mety amziaus moterys serga dazniau nei vyrai.
Baltaodziai serga melanoma 20 karty dazniau nei juodaodziai. Baltaodziai
per visa gyvenima turi 2,6 proc. (1 i§ 38) rizikg susirgti melanoma,
juodaodziai 0,1 proc. (1 1§ 1000), o ispanai 0,6 proc. (1 i$ 167). Melanomos
rizika didé¢ja su amziumi. Vidutinis susirgusiyjy amzius melanomos
diagnozés nustatymo metu yra 65 metai. Melanoma gali iSsivystyti ir
jaunesniems nei 30 mety asmenims (20).

Nacionalinio vézio instituto (NVI) Vézio registro duomenimis, kasmet
Lietuvoje diagnozuojama apie 320 naujy melanomos atvejy. Mirtingumas
Lietuvoje nuo $ios ligos siekia 113 atvejy per metus. Nors mirStamumas
Lietuvoje nuo melanomos, lyginant su kitomis Europos $alimis, yra zemas,
taciau kasmet susirgimy skaicius didéja (2).
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3.2. Rizikos veiksniai melanomai issivystyti

Melanomai iSsivystyti reik8més turi daugelio rizikos veiksniy
poveikis —tiek genetiniai poky¢iai, tiek aplinkos jtaka. Pagrindiniai rizikos
veiksniai melanomai iSsivystyti yra Seiminé melanomos anamnezeé,
dauginiai apgamai odoje (dazniausiai esant daugiau nei 100 apgamy),
pakite odos apgamai, Sviesi kiino oda, ilgalaikis ultravioletinés (UV)
spinduliuotés poveikis, buve stipris nudegimai sauléje (ypac vaikystéje),
susilpnéjusi imuniné sistema.

Ultravioletiné saulés spinduliuoté. Ultravioletinés (UV) saulés
spinduliuotés poveikis — vienas i§ svarbiausiy aplinkos rizikos veiksniy
melanomai iSsivystyti (21). Iki Siol UVB spinduliai buvo vertinami kaip
vieninteliai kancerogeniniai saulés spinduliai, pasickiantys Zemés
pavirSiy. Tac¢iau 2009 metais Tarptautiné vézio tyrimy agentiira (angl.
International Agency for Research on Cancer, TARC) priskyré visg UV
spinduliy spektra ir patalpy jdegio jtaisy skleidziamus spindulius kaip
kancerogeninius veiksnius Zmonéms (22). Svarbu pazyméti, kad
protarpinis arba atsitiktinis saulés poveikis odai turi zenkliai didesng rizika
melanomai i$sivystyti, o létinis arba nuolatinis saulés spinduliy poveikis
turi arba apsauginj poveiki, arba neturi padidintos rizikos melanomai
i8sivystyti (23). Taip pat tyrimai parodé, kad buve stipriis nudegimai
sauléje, ypa¢ vaikystéje, padidina rizikg susirgti odos melanoma (24).
Sasaja tarp UV spindulivotés poveikio laipsnio ir rizikos susirgti
melanoma yra kompleksiSska. Paradoksalu, bet melanoma liemens ir
virSutiniy galiiniy srityje, kur saulés poveikis nenuolatinis, iSsivysto
jaunesniame amziuje, o nuolat saulés paveiktose kiino srityse, tokiose kaip
veidas, ausys ir kaklas, melanoma i$sivysto zenkliai vélesniame gyvenimo
tarpsnyje (25, 26). UV spinduliuoté tiesiogiai sukelia lasteliy
deoksiribonukleoriigsties (DNR) pazaidy, taip pat dél jos poveikio
susidaro toksiniy medziagy, netiesiogiai paveikianciy lgstelés DNR,
skatinanc¢iy laisvyjy radikaly susidaryma, mazinanciy lasteliy gebéjima
iStaisyti DNR pazaidas, ir taip sukelianciy lasteliy piktybiska
transformacija ir kancerogenezés kaskada (27).

Saulés Sviesa néra vienintelis UV spinduliuotés Saltinis. Soliariumy
lempos taip pat didelis UV spinduliuotés Saltinis. Keli epidemiologiniai
tyrimai parodé sgsajg tarp dazno deginimosi soliariumuose ir rizikos
susirgti melanoma (28, 29). Net psoriazei gydyti daznai skiriama PUVA
terapija (psoralenas kartu su UVA spinduliais) turi jtakos melanomai
atsirasti (30).
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Odos fenotipas (pigmentacija). Melanokortino 1 receptoriaus (MC1R)
geno polimorfizmai yra atsakingi uz skirtingus Zmogaus odos spalvos
fenotipus. Asmenys, turintys tokias savybes kaip raudoni plaukai, Sviesi veido
spalva ir $viesios akys, turi mazai pigmentacijos, tod¢l padidéja jy jautrumas
UV spinduliuotei (31). Nustatyta, kad zmonés, turintys I odos tipa, $viesios
odos, kuri sunkiai jdega, greitai ir lengvai nusvyla sauléje, turi didesne rizika
susirgti melanoma, lyginant su tamsesnio gymio zmonémis (32).

Apgamy skaicius. Didelis gerybiniy ir atipiniy apgamy skaicius kiino
odoje padidina rizika susirgti melanoma (33). Apgamy i$sivystymas ir jy
skai¢ius priklauso nuo aplinkos, genetiniy bei imunologiniy veiksniy.
Dazniausiai jgyti apgamai atsiranda 6—12 gyvenimo meénesiais, augant
vaikui jie didéja ir paauglystéje jy kiekis daugéja. Vaikystéje apgamai
dazniausiai iSsidésto saulés paveiktose ir labiausiai saulés nudegimo
rizikingose vietose. Apgamy skaicius iki 30—40 mety vis didéja, o véliau
su amziumi létai iSnyksta. Buvo atlikta keletas atvejo—kontrolés tyrimy,
siekiant nustatyti sasaja tarp pigmentiniy apgamy skaiciaus ir melanomos
rizikos. Nors atlikty tyrimy duomenys skiriasi, ta¢iau dauguma jy parodé
sasaja tarp didelio apgamy skaiCiaus ir padidéjusios rizikos susirgti
melanoma (34). Taip pat buvo nustatyta, kad rizika i$sivystyti melanomai
padidéja esant dauginiams atipiniams apgamams, lyginant su dauginiais
nepakitusiais pigmentiniais apgamais. Genetinis polinkis, lemiantis
daugybiniy jgimty, taip pat ir atipiniy apgamy atsiradimg, Siejamas su
pagrindiniu melanomos rizikos genu CDKN2A ir vadinamas displastiniy
apgamy sindromu (angl. dysplastic nevus syndrome, DNS) ir Seiminiy
atipiniy apgamy melanomos sindromu (angl. familial atypical multiple
mole melanoma syndrome, FAMMM) (35, 36).

Genetiniai veiksniai. Vienas i§ svarbiausiy genetiniy melanomos
rizikos veiksniy — tai melanomos diagnozé Seiminéje anamnezéje.
Mazdaug 7-15 proc. melanomos atvejy atsiranda asmenims, kuriy Seimoje
buvo susirgimy melanoma (37). Taciau tikroji paveldima melanoma (t. y.
keliy karty, vienos linijos, dauginiai pirminiai navikai ir ankstyvoji ligos
pradzia) yra nedazna. Manoma, kad uZz perduotos genetinés mutacijos
buvimg atsakingi Seiminiai ligos klasteriai (37, 38). Pastaraisiais metais
taip pat nustatyta, kad melanomos atsiranda Seimose, kuriose paprastai
fiksuojamas polinkis j specifinius piktybiniy naviky modelius, pavyzdziui,
anksciau minéta Seiminj dauginiy atipiniy apgamy — melanomos sindroma
(FAMMM sindromg) ir jo variantg, melanomos ir astrocitomos sindroma
(MAS) (38). Igimtos nuo ciklino priklausomo kinazés slopiklio 2A
(CDKN2A arba p16) mutacijos ir, re¢iau, nuo ciklino priklausomos kinazés
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4 (CDK4) mutacijos yra dazniausios genetinés anomalijos, nustatomos
Siose Seimose (38, 39). Kitos paveldimos biiklés, susijusios su padidéjusia
melanomos i8sivystymo rizika, yra pigmentiné kseroderma, Seiminé
retinoblastoma, Il tipo Lynch sindromas ir Li—-Fraumen vézio sindromas
(37).

Asmeniné odos melanomos arba nemelanominio odos véZio istorija.
Asmenys, kuriems praeityje buvo nustatyta odos melanoma, turi padidintg
rizikg i§sivysti antrajai pirminei melanomai (40). Po pirmosios melanomos
diagnozés antrosios pirminés melanomos rizika yra mazdaug 5 proc. Si
rizika padidéja, jei pacientas vyriSkos lyties, vyresnio amziaus, o pirminé
melanoma buvo nustatyta galvos arba kaklo srityje (41).

Imunosupresija. Pacientams po organy transplantacijy labai padidéja
rizika susirgti visais odos vézio tipais, jskaitant ir melanoma. Buvo
nustatyta, kad Sioje pacienty grupéje melanomos rizika buvo 1,6-2,5 karto
didesné nei bendroje populiacijoje (42). Taciau pacientai, esant
imunosupresijai, turi didesn¢ nemelanominio odos vézio rizikg (43).
ZIV/AIDS infekcija taip pat padidina rizika susirgti melanoma (44).

3.3. Melanomos vystymosi stadijos ir Klasifikacija

Melanocitai — tai neuroektoderminés kilmés lgstelés, kuriy daugiausia
galima nustatyti baziniame epidermio sluoksnyje, plauky folikuluose,
gleiviniy pavir§iuose, smegenyse, akies ragenoje ir gyslainéje (45).
Reaguodami | UV sukeltus DNR pazeidimus, odos keratinocitai gamina
melanocitus stimuliuojantj hormong (MSH), kuris jungiasi prie melanocity
pavir§iuje esancio melanokortino 1 receptoriaus (MCI1R), todél
melanocituose gaminamas ir atpalaiduojamas melaninas. Pigmentas
melaninas galiausiai veikia kaip apsauginis skydas nuo UV spinduliuotés,
ir taip apsaugo gilesnius odos sluoksnius nuo UV sukeliamo pazeidimo ir
,,uzkerta kelig“ tolesniems DNR pokyc¢iams (46). Melanoma vystosi dél
melanocity piktybinés transformacijos (18). Piktybiné melanoma
dazniausiai (apie 75 proc. atvejy) susiformuoja de novo, sveikoje odoje
kaip pirminis navikas ir apie 25 proc. atvejy i$§ prie§ tai buvusiy apgamy
47).

Kaip teigia W. H. Klarkas (W. H. Clark), melanomos vystymuisi
budinga histologiniy poky¢iy kaskada nuo normalaus pigmentinio apgamo
iki metastazavusios melanomos (48). Sie histologiniai poky¢iai siejami su
jvairiy geny mutacijomis, signaliniais keliais ir molekuliniais procesais,
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kurie lemia progresavima nuo nepakitusiy melanocity iki melanomos (1).
Pradzioje jvyksta struktiiriSkai nepakitusiy melanocity proliferacija, tai
lemia gerybinio apgamo susiformavima. HistologiSkai biidingas padidintas
melanocity lizdy skaicius bazinés membranos pavirsiuje. Kitas etapas — tai
atipiné melanocity proliferacija, kuri gali biiti buvusio apgamo vietoje arba
naujoje odos srityje. Ir taip formuojasi displastinis apgamas, kuris
pasizymi histologine ir architektiirine atipija. I§ displastinio apgamo
ilgainiui gali iSsivystyti piktybiné melanoma. Ankstyvajai melanomai
budinga ,,radialiné augimo fazé*, kurios metu melanomos lastelés auga
tarp epidermio sluoksniy ir gali i§ dalies skverbtis j papiling derma.
Progresuojant procesui melanoma tampa invazyvi, jai budinga
,,vertikalaus augimo fazé®, kurios metu melanomos Iastelés perauga
dermos sluoksnj ir gali siekti riebalinj sluoksnj. Galiausiai vystosi
metastazavusi melanoma, kurj gali plisti | kitas odos ir poodzio vietas,
sritinius limfinius mazgus ir Kitus organus (1, 49) (1 paveikslas).

1 paveikslas. Melanomos vystymosi stadijos (adaptuota pagal (49))

Istoriskai W. H. Klarkas (W. H. Clark) su bendraautoriais suklasifikavo
piktybing melanomg j: a) pavir§iumi plintan¢ia melanoma, b) lentigo
maligna tipo melanomg ir ¢) mazging melanoma (50). Véliau R. Ridas (R.
Reed) pridéjo ketvirta tipg — vadinama akraliné lentiginé piktybiné
melanoma (51). Nuo tada piktybiné melanoma klasifikuojama taip: a)
pavirsiumi plintanti melanoma (50-75 proc.), b) mazginé melanoma
(15-35 proc.), c) lentigo maligna melanoma (5-15 proc.), d) akraliné
lentiginé melanoma (5—10 proc.), ) desmoplastiné melanoma (reta forma)
(52).
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PavirSiumi plintanti melanoma — daZzniausia melanomos forma, kuri
diagnozuojama apie 70 proc. tarp visy melanomy atvejy. Sios rii§ies
melanoma ilgai auga virSutiniuose odos sluoksniuose, kol pradeda
skverbtis | gilesnius odos sluoksnius. Daznai pavirSiumi plintanti
melanoma vystosi i§ pigmentinio apgamo. DaZzniausiai lokalizuojasi
vyrams liemens sityje, moterims — kojy srityje. Sios rii§ies melanoma serga
jauni asmenys.

Lentigo maligna melanoma — kaip ir pavirSiumi plintanti melanoma
vystosi virSutiniuose odos sluoksniuose. Sios risies melanoma daZniausiai
atsiranda saulés paveiktoje ir pazeistoje veido, ausy, plastaky ir liemens
virSutinés dalies odoje.

Akraliné melanoma — taip pat pradzioje plinta vir§utiniuose odos
sluoksniuose, kol pradeda skverbtis gilyn. Dazniausiai atsiranda delny arba
pady odoje bei nago srityje. Dazniau buidinga afro—amerikie¢iams ir Azijos
gyventojams.

Mazginé melanoma - daZniausia biina invazyvi jau diagnozés
nustatymo metu. PiktybiSkumas paprastai nustatomas, kai melanoma
tampa iSkili. DaZniausiai lokalizuojasi liemens, kojy, ranky odoje,
diagnozuojama vyresnio amziaus asmenims. Tai pati piktybiSkiausia
melanomos forma ir sudaro apie 1015 proc. atvejy (49, 53, 54).

Melanomos plitimo gylis odoje ir odos struktiiry pazeidimo gylis
matuojamas milimetrais ir naudojamas kaip ligos prognozinis zymuo, kuris
koreliuoja su pacienty bendruoju iSgyvenamumu. Ankstyvoji melanomos
diagnostika yra svarbi klinikinéje praktikoje, laiku diagnozuota ir
iSoperuota melanoma padidina pacienty iSgyvenamumg.

Klinikinéje praktikoje, siekiant histologiskai aprasyti melanomos
stadijg ir i8plitimg odoje, naudojamos dvi skalés: Klarko (Clark) ir
Breslovo (Breslow). Melanomos stadija pagal Klarko (Clark) skale
parodo,kiek giliai navikas plinta odoje ir kuriuos odos sluoksnius pazeidé.
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Pagal §] modelj skiriamos penkios melanomos stadijos (1 lentelé).
Breslovo (Breslow) skalé parodo melanomos storj milimetrais,
matuojamas atstumas tarp virSutinio odos sluoksnio — epidermio — ir
giliausio naviko tasko (55). Sios skalés gylio nustatymas laikoma vienu
svarbiausiu prognoziniu veiksniu (49).

1 lentelé. Koreliacija tarp melanomos stadijos ir pacienty penkeriy mety
iSgyvenamumo (49).

Klarko Breslovo Penkeriy mety
(Clark) (Breslow) Naviko invazijos gylis iSgyvenamumas
stadija skalé (proc.)
Pakitusios lastelés yra tik
I e .
. virSutiniame odos sluoksnyje 99
stadija . .
(epidermyje).
Il ) <1 mm Melanomos..l.-zlsteles pas1ekla 95
stadija dermos papilinj sluoksnj.
Melanomos lasteliy randoma
Il ) 12 mm Qermos pap!llnlame sluo!(snng 82
stadija ir jau siekia dermos tinklinj
sluoksnj.
Melanomos Igstelés skverbiasi
v . .
. >2-4 mm per visus dermos sluoksnius ir 71
stadija . o .
visg dermos tinklinj sluoksnj.
\Y ) >4 mm l\erlaI?Ofna phnt.a 1 poodinj — 49
stadija riebalinj sluoksnj

Melanomos klasifikuojamos ir stadijos nustatomos vadovaujantis
Amerikos jungtinio vézio komiteto (angl. American Joint Committee on
Cancer, AJCC) TNM sistema. T (tumor) — pirminis navikas, N (nodes) —
limfmazgis, M (metastasis) — tolimy metastaziy buvimas. Pateikiama
lentelé, kurioje parodytos TNM sistemos simboliy (T, N, M) reikSmiy
vertinimas (2 lentelé).

23



2 lentelé. Amerikos jungtinio vézio komiteto (AJCC) melanomos stadijy
sistemos pagal TNM simboliy reik§mes, 8-asis leidimas, 2017 m. (56)).
Pirminis navikas (T) Naviko gylis ISopéjimas

Tx : Negalima jvertinti pirminio naviko storio

TO : Néra pirminio naviko pozymiy
Tis: Melanoma in situ

T1 <1,0 mm Nezinoma ar nepatikslinta
a <0,8 mm Be iSopéjimo
b <0,8 mm Su iSopéjimu

T2 >1,0-2,0 mm Nezinoma ar nepatikslinta
a >1,0-2,0 mm Be iSopéjimo
b >1,0-2,0 mm  Su iSopéjimu

T3 >2,0-4,0 mm Nezinoma ar nepatikslinta
a >2,0-4,0 mm Be iSop¢jimo
b >2,0-4,0 mm  Su iSopéjimu

T4 >4.0 mm Nezinoma ar nepatikslinta
a >4,0 mm Be iSopéjimo
b >4,0 mm Su iSopéjimu

Sritinis limfinis mazgas (I/m) (N)
NX: negalima jvertinti sritiniy limfiniy mazgy
NO: nenustatytos metastazés sritiniuose limfiniuose mazguose
N1: metastazé yra viename sritiniame limfmazgyje
a — mikrometastazé
b — makrometastazé
N2: metastazés yra 2—3 limfmazguose
a — mikrometastazé
b — makrometastazé
C — metastazés yra pakeliui | artimuosius limfmazgius
N3: melanomos metastazé yra 4 ar didesniame skaiciuje sritiniy limfmazgiy
arba metastaziniai limfmazgiai sudaro konglomerata

Tolimos metastazés (M)
MO: tolimyjy metastaziy néra
MX: tolimyjy metastaziy jvertinti nejmanoma.
M1: yra tolimyjy metastaziy.
a — yra melanomos metastaziy toli nuo pirminio zidinio
b — yra melanomos metastaziy plauéivose
¢ — yra melanomos metastaziy bet kuriuose kituose vidaus organuose
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Nustacius kategorijy T, N, M reikSmes, liga, vadovaujantis TNM sistema,
priskiriama vienai ar Kitai stadijai, atitinkanc¢iai gauty reik§miy variantg (3
lentelé).

3 lentelé. Amerikos jungtinio vézio komiteto (AJCC) melanomos stadijy
sistema pagal TNM, 8-asis leidimas, 2017 m. (adaptuota pagal (56)).

Stadija T (tumor) N (node) M (metastasis)
0 stadija Tis NO MO
IA stadija Tla NO MO
.. Tla NO MO
IB stadija T1b NO MO
. T2b NO MO
I1A stadija T3a NO MO
.. T3b NO MO
11B stadija Taa NO MO
I1C stadija T4b NO MO
. T(1-4)a Nla MO
I1A stadija T(1-4)a N2a MO
) T(1-4) N1a, N2a, N1b, MO
I11B stadija T(1-4)a N2b MO
N1b, N2b, N1c
y T(-4b N1b, N2b, N2c MO
IIC stadija Bet kurios
o N3 MO
reikSmés T
.. Bet kurios Bet kurios
IV stadija reik§més T reik§més N M1

Melanomos iSplitimo ir stadijos nustatymas labai svarbus klinikinéje
praktikoje, nes padeda parinktj tinkama gydyma pacientui ir numatyti ligos
eiga ir prognoze.

3.4. Melanomos gydymo metodai

Pagrindinis melanomos gydymas yra chirurginis naviko paSalinimas
sveiky audiniy ribose. Operacinio pjuvio plotis (riba tarp naviko ir sveiky
audiniy operacinio pjivio krasto) priklauso nuo melanomos gylio, kuris
nustatomas pagal Breslovo (Breslow) skale (55). Esant melanomai in situ
rekomenduojamas pjuvio plotis 5 mm, jei melanomos gylis iki 1,0 mm,
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atlickamas 10 mm pjavis, esant 1,0-4,0 mm melanomos gyliui, operacinio
pjuvio krastai turi siekti nuo 1 iki 2 cm, o jei melanoma gilesné nei 4,0
mm, operacinis kraStas turi siekti 2 cm (57). Tadiau, esant neoperabiliai
arba progresuojanciai melanomai, atsiradus metastazéms limfiniuose
mazguose arba kituose organuose, reikalingas papildomas medikamentinis
gydymas. Nuo 1975 mety pagrindinis vaistas progresuojanciai melanomai
gydyti buvo dakarbazinas (DTIC), kuris pasizyméjo dideliu toksiskumu ir
pakankamai silpnu terapiniu atsaku, o pacienty penkeriy mety
iSgyvenamumas sieké 2-6 proc. (58). Ilga laika progresuojanciai
melanomai gydyti buvo taikytas sisteminis gydymas citotoksiniais
preparatais kaip monoterapija, taip pat derinant keliy vaisty kombinacija,
iskaitant DTIC, temozolomida ir platinos preparatus (karboplatina), taip
pat imunoterapija, iskaitant citokinus interferong—o (IFN—a) ir
interleuking—2 (IL-2) (59). Daugiau nei 30 mety standartinis
rekomenduojamas IV stadijos melanomos gydymas pagal Amerikos
jungtinio vézio komiteto (angl. American Joint Committee on Cancer,
AJCC) rekomendacijas buvo vien dakarbazinu (DTIC) (60). Taciau
gydymas DTIC vienu arba derinant su kitais vaistais parodé maza atsako
daznj ir pasizyméjo Zemais iSgyvenamumo rodikliais. Gydymas vienu
IL-2 taip pat parodé mazg atsako daznj, taCiau tarp pacienty, vartojusiy $j
vaista, kurie turé¢jo atsaka j gydyma, buvo stebimas ilgalaikis atsakas (61).
daznj derinant chemoterapija su imunoterapija (biochemoterapija). Taciau
iSgyvenamumo rodikliai buvo nedideli, o vaisty toksinis poveikis Zenkliai
padidéjo (62, 63).

Atsiradus naujy tyrimy apie melanomos molekuling patogeneze,
suaktyvéjo naujy vaisty paieSka melanomai gydyti, imta taikyti naujas
individualizuoto melanomos gydymo strategijas. Klasiking melanomos
terapijg pakeité nauji selektyvis vaistiniai preparatai, tokie kaip BRAF
slopikliai (vemurafenibas, dabrafenibas, encorafenibas), MEK1 / MEK2
specifinis  slopiklis  (trametinibas, kobimetinibas, binimetinibas),
imunomoduliatoriai — monokloninis antikiinas prie$ citotoksiniy T
limfocity antigeng 4, CTLA—4 (ipilimumabas), anti-PD-1 (programuotos
lasteliy Zzuties receptorius 1) monokloniniai antikiinai (nivolumabas,
pembrolizumabas) (4 lentelé).
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4 lentelé Maisto ir vaisty administracijos (FDA, JAV) patvirtintas
metastazavusios melanomos gydymas.

Veikimo T
. I Patvirtinimo
Preparatas mechanizmas, Indikacija data
vartojimo budas
Alkilinamosios medZziagos
Dakarbazinas  Citotoksiné, Metastazavusi
(DTIC) alkilinamoji 1975
.. melanoma.
medziaga, IV
BRAF slopikliai
Vemurafenibas BRAF slopikilis, 2011
PO
Dabrafenibas BRAF slopiklis, BRAF VG0OE — . 2013
PO teigiama metastazavusi
. . | :
Encorafenibas  BRAF slopiklis, melanoma 2020
PO
MEK slopikliai
BRAF V600E arba
BRAF V600K —
Trametinibas MEK slopiklis,  teigiama, meta‘lsta.zeivusfl 2013
PO melanoma, kai pries tai
nebuvo skirtas gydymas
BRAF slopikliais.
Kombinuotas gydymas
BRAF V600E arba
_ BRAF slopiklis + BRAF V600K - :
Dabrafenibas + - teigiama, metastazavusi
. MEK slopiklis, ey 2014
Trametinibas melanoma, kai pries tai
PO .
nebuvo skirtas gydymas
BRAF slopikliais.
Interleukinai
Aukstos dozes Metastazavusi
Interleukinas— 2 Imunoterapija, 1V 1998
melanoma.

(IL-2)
IV—intraveninis, PO — peroralinis vaisto vartojimo biidas.
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4 lentelés tesinys

Veikimo

. o Patvirtinimo
Preparatas mechanizmas, Indikacija
. ~ data
vartojimo budas
Anti-CTLA-4 slopikliai
AN-CTLAA ) ctastazavusi
Ipilimumabas antikiinas, 2011
. " melanoma.
imunoterapija, 1V
PD-1 slopikliai
Anti PD-1 Metastazavusi 2014
Pembrolizumabas antikiinas, melanoma, kai pries tai
imunoterapija, IV buvo skirtas gydymas
Anti PD-1 Ipilimumabu arba
Nivolumabas antikinas, BRAF slopikliais, 2014

imunoterapija, IV esant BRAF mutacijai.
IV— intraveninis, PO — peroralinis vaisto vartojimo biidas.

3.5. Ubikvitino proteosomos sistema ir pagrindiniai signaliniai keliai ir
genai, dalyvaujantys vystantis melanomai

Pabréztina, kad melanoma — heterogeniskas navikas ir jam iSsivystyti
bei progresuoti turi jtakos daugybés geny ir jvairiy lagstelés signaliniy keliy
poky¢iai. Progresuojant melanomai nustatoma jvairy DNR mutacijy (geny
delecijos, amplifikacijos, translokacijos), kurios gali aktyvinti onkogenus
ir / arba inaktyvinti onkogeny slopiklius (64). Melanomos progresavimas
susijes ir su epigenetiniais poky¢iais, kurie gali sukelti 1gsteliy signaliniy
keliy pokyc¢iy. Signalo perdavimo keliai reguliuoja melanocity
proliferacijg, diferenciacija, migracija ir jy iSgyvenamumg. Lasteliniai
signalizacijos mechanizmai yra pagrindiniai veiksniai, reguliuojantys
gerybiniy melanocity transformacija | nekontroliuojamg piktybing
proliferacija, kancerogenez¢ ir invazijg. Melanocity piktybinés
transformacijos atveju Sie signaliniai keliai daZnausiai iSsiderina dél
somatiniy geny mutacijy (65, 66). 5 lenteléje pateiktos somatiniy geny
mutacijos daznai nustatomos vystantis melanomai.

28



5 lentelé. DaZniausios somatinés mutacijos ir signaliniai keliai,
dalyvaujantys melanomagenezéje (adaptuota pagal (66)).

taciju Klinikinés Taikiniy

M . .. .
Genas " Signalinis kelias . ..
sasajos terapija

daznis

Aktyvina mitogenu

. Létiné 1€ Vemurafenibas
~50-75 aktyvuotos proteino etines saufes

BRAF oroc. kinazés (MAPK) nepe'lieistoje Dabrafeni_bas
. oy odoje. Encorafenibas
signalinj kelia.
Aktyvina RAF
1530 kinaze ir PI3K Létinés saulés  Tipifarnibas
NRAS roc. (fosfoinositido 3 nepazeistoje (atliktas 11
kinazés) signalinj  odoje. fazés tyrimas)
kelia.
Létinés saulés
Slopina RAS/MAPK paveiktoje
1015 signalinj kelig. Turi odoje, vyresnio

NF1 jtakos atsirasti amziaus -

roc. . . .
P atsparumui RAF ir  pacientams,
MEK slopikliams.  desmoplastiné
melanoma.
<520 PI3K signalinio Vélyvosios Perifosinas
PTEN kelio metu slopina  stadijos (atliktas Il
proc. ) }
AKT. melanoma. fazés tyrimas)
_ Letine T
Aktyvina KIT evlr.les S.au es. .
- pazeistoje odoje, Imatinibas
transmembraninio . s
¢—KIT ~3 proc. . .. gleiviniy ir Nilotinibas
receptoriaus tirozino . .
. akraliné Dasatinibas
kinazg.
melanoma.

3.5.1. Ubikvitilinimo procesas ir ubikvitino ligazés

Visi vidulgsteliniai ir daugybé ekstralgsteliniy baltymy nuolat
skaidomi, tai yra jie hidrolizuojami iki jy sudedamyjy aminortig§éiy ir
pakei¢iami naujais sintezés metu. Visuose audiniuose didZioji lastelése
esanciy baltymy dalis yra skaidoma ubikvitino proteosomos sistemoje
degradacijos biidu. Ubikvitino proteosomos kelias (UPK) yra biitinas
lasteléms funkcionuoti ir yra atsakingas uz lgsteliy baltymy apykaitos
reguliavimg. Ubikvitino proteosomos kelio atradéjai A. Ciechanoveris
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(A. Ciechanover) ir A. Herskas (A. Hershko) 2004 metais buvo apdovanoti
Nobelio premija (67, 68). Baltymai, kuriuos suardo ubikvitino
proteosomos kelias, dalyvauja daugelyje lasteliy biologiniy procesy, tokiy
kaip vystymasis, diferenciacija, proliferacija, signalo perdavimas ir
apoptozé (69). Be savo svarbaus vaidmens baltymy homeostazéje,
proteosomos taip pat dalyvauja ir ne proteolitiniuose procesuose, pvz.,
dalyvauja reguliuojant geny raiS8ka (70) ir transkripcijos iniciacijos ir
elongacijos procesuose (71). Ubikvitino proteosomos sistema selektyviai
pasalina pakitusius ar pazeistus baltymus, atsirandancius dél jvairiy
mutacijy, biosintezés klaidy arba laisvyjy radikaly ar denatiiracijos
padarytos Zalos (ypac esant aukStai temperatiirai).

Ubikvitilinimas — tai baltymy potransliacinis modifikavimas, kurj
reguliuoja jvairis su ubikvitilinimu susij¢ fermentai (72—75). Priklausomai
nuo modifikacijos tipo, ubikvitilinti substratai dalyvauja jvairiuose
procesuose — aktyvinant ar slopinant baltymy funkcija, proteosominéje
arba lizosominéje degradacijoje. Ubikvitinas — baltymas, sudarytas i$ 76
aminoriig§ciy, kurios susijungia j kompaktiska struktiirg, turincia diglicino
sekg C—gale (76) (2 paveikslas). Per C—gale esancig glicino liekanos
karboksigrupe ubikvitinas kovalentiskai jungiasi su baltymuose esanciy
liziny &— aminogrupe. Si potransliaciné baltymy modifikacija svarbi
reguliuojant baltymy funkcijas, lokalizacija, riiSiavima, tarpusavio sagveika
(77, 78).

A K48

2 paveikslas. Ubikvitino struktiira

Baltymai gali buti modifikuojami prisijungus vienai ubikvitino
molekulei prie lizino (monoubikvitilinimas), kelioms ubikvitino
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molekuléms prie daugelio (multiubikvitilinimas) ar kelioms ubikvitino
molekuléms prie vieno (poliubikvitilinimas) lizino (79) (3 paveikslas).

a

substratas substratas
Monoubikvitilinimas Multimonoubikvitilinimas
C

substratas

Homogeniné MaisSyta ubikvitino

ubikvitino grandiné grandiné
e f

substratas

Sakota ubikvitino Nepritvirtinta ubikvitino
grandiné grandiné

3 paveikslas. Baltymy ubikvitilinimo tipai: monoubikvitilinimas (a),
multimonoubikvitilinimas (b), homogeniné ubikvitino grandiné (c), misri
ubikvitino grandiné (d), Sakota ubikvitino grandiné (e), nepritvitinta
ubikvitino grandiné (f) (adaptuota pagal (79)).

Ubikvitinui prisijungti prie baltymo—taikinio padeda fermenty kaskada:
ubikviting aktyvuojantis fermentas (E1), ubikviting jungiantis fermentas
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(E2) ir ubikvitino ligazé (E3). I§ pradziy ubikviting aktyvina E1 ligazé
naudodama ATP, tuomet perkeliamas ant E2 — ubikviting jungiancio
fermento — ir dalyvaujant E3 ligazei ubikvitinas jungiasi prie baltymo—
taikinio. Susijungus pakankamo dydzio ubikvitino grandinei, baltymas—
taikinys atpazjstamas, deubikvitilinamas ir perkeliamas j 26S proteosoma.
Galiausiai substratas skaidomas j mazus peptidy fragmentus ir ubikvitino
molekulés perdirbamos (80) (4 paveikslas). Sis procesas yra grieztai
kontroliuojamas ir labai svarbus reguliuojant daugelj lasteliy procesy,
iskaitant tuos, kurie dalyvauja navikui vystantis (81), todél UPK gali biiti
perspektyvus vézio gydymo taikinys.

ATP

©LL"
£}

El
%%@ ®©
E2 @®

) ®
TAIKINYS \5 ]E Perdirbtas TATKINYS
E3
E3
v @ TATKINYS

4 paveikslas. Ubikvitino proteosomos sistema

Ubikvitino prijungimas prie baltymo-taikinio vykdomas trimis etapais,
dalyvaujant trims fermentams — E1, E2 ir E2 ligazéms. 1) El ligazé,
naudodama ATP, aktyvina ubikvitino molekule; 2) ubikvitinas
perkeliamas ant E2 ligazés — ubikviting jungianc¢io fermento; 3) ubikvitino
molekulé jungiama prie baltyminio substrato veikiant E3 ligazei.
Ubikvitilinti baltymai degraduojami 26S proteosomos iki trumpy peptidy
(82, 83).

E3 ligazés labiausiai apibiidina ubikvitilinimo specifiSkumg, nes
atpaZzjsta substratg ir skatina formuotis jung¢iai tarp ubikvitino C galo ir
substrato lizino (69, 84). Ubikvitilinimo procesas yra grjZtamasis,
dalyvaujant deubikvitilinimo fermentams (DUB) ubikvitinas gali biti
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pasalintas nuo substrato (85). Siuo metu yra Zinoma daugiau nei 600 E3
ubikvitino ligaziy ir 100 deubikvitilinimo fermenty, formuojanciy
molekulinj tinkla ir reguliuojanciy vidulastelinio ubikvitilinimo dinamika
(86). Ubikvitilinimo procesas jtrauktas j jvairias fiziologines reakcijas:
lasteliy augima ir ziiti, DNR pazaidy atstatyma, taip pat jvairiy rasiy
piktybiniy naviky, jskaitant odos vézio formavimosi procesus (72, 87).

E3 ubikvitino ligazés atpazjsta substratg ubikvitilinimui ir uztikrina
ubikvitilinimo proceso specifiskuma. Sios ligazés Zenkliai specifiskesnés,
lyginant su E2 ir E1 ligazémis ir taip pat su DUB fermentais, todél jos gali
biti patencialiis gydymo taikiniai (88, 89).

E3 ubikvitino ligazés gali buti vienas peptidas, kaip MDM2 (angl.
mouse double minute 2 homolog) arba XIAP (angl. X-linked inhibitor of
apoptosis), arba gali buti sudarytos i§ keliy komponenty APC / C (anafaze
skatinantis kompleksas / ciklosoma) ar SCF (SKP1- Cullin 1-F-déZzutés
baltymai). Dauguma E3 ligaziy turi papildomy baltymy jungikliy ir gali
biuti suskirstamos | tris pagrindines grupes: a) RING (angl. really
interesting new gene) klasés; b) HECT (angl. homologous to the E6-AP
carboxyl terminus) klasés ir ¢) U-dézutés. RING klasés E3 ligazés turi
RING tipo domena, kuris reguliuoja cinko jony pora. RING E3 ligazés kaip
ir U-dézutés E3 ligazés (struktiriskai susijusi, bet cinko neturinti ligazé)
atlieka tarpininko funkcija jungiantis E2 ligazei ir substratui. E3 ligazés
RING domenas jungiasi su ubikviting jungian¢ia E2 ligaze ir ubikvitinas
perkeliamas ant substrato lizino. Ubikvitino — substrato modifikavimo
mechanizmas, dalyvaujant HECT klasés E3 ligazéms, skiriasi nuo RING
E3 ligaziy. E3 ligazés HECT domenas jungiasi su ubikviting jungiancia E2
ligaze ir ubikvitinas pradzioje perkeliamas ant E3 ligazés aktyviosios
vietos cisteino, o véliau perkeliamas ant substrato lizino (90, 91).

RING klasés SCF tipo E3 ligazés yra didziausios E3 ligaziy Seimos
atstovés. SCF sudarytas i§ keturiy struktiiriniy ir funkciniy komponenty:
a) substrato, atpazjstan¢io F—dézutés baltyma; b) SKP1 baltymo; ¢) CUL
klasés baltymy (-1, -2, -3, -4A, -4B, -5 ir -7) ir d) dviejy RING baltymy —
RBX1 / ROC1 ir RBX2 / ROC2. Visos SCF E3 ligazés turi panaSig
strukttirg, CUL jungiasi prie SKP1 ir F—dézutés baltymy, esanciy N—gale,
0 RING baltymai jungiasi prie RBX1 arba RBX2 prie C—galo (92).
F—dézutés baltymai daZniausiai atpazjsta fosforilintus baltymus—taikinius,
0 CUL-RBX1 arba CUL-RBX2 sudaro pagrindinj ligazés aktyvuma,
katalizuoja ubikvitino perkélima i§ E2 ant substrato (92, 93).
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3.5.2. E3 ubikvitino ligazé FBXW7

Zmogaus genome identifikuota daugiau nei 70 galimy F—dézutés
baltymy, nors dauguma jy funkcijy ir substraty licka neaiskas (127, 128).
Vienas i§ gerai istirty F—dézute turinciy baltymy yra FBW7 (F—dézuteés ir
WD pakartoting domena turintis 7 baltymas), taip pat zinomas kaip
FBXW?7. F—dézutés baltymai — tai SCF tipo E3 ligaziy subvienetai, kurie
atpazjsta substrata, prisijungia prie jo ir nukreipia ubikvitilinimui ir
skaidymui (93).

Zmogaus FBXW7 yra 4 chromosomoje ir koduoja tris transkriptus (o,
B ir y izoformos), gautus i§ to paties geno lokuso. Visos trys izoformos
skiriasi N—galiniu egzonu, kuris nulemia skirtingg izoformy lokalizacija,
bet turi konservatyvius domenus C gale (F-box ir WD40 kartojimai).
C—galo regionas dalyvauja atpazjstant substratg ir jj ubikvitilinant. FBW7a
lokalizuojasi branduolyje, FBW7p — citoplazmoje, o FBW7y -
branduolélyje. Manoma, kad FBW7a atlieka pagrindines FBW7 funkcijas
ir yra gausiausia izoforma proliferuojanciose Iastelése (95). Nustatyta, kad
FBXW?7 veikia kaip naviko slopiklis, neigiamai reguliuodamas daugelj
baltymy onkogeny (94). Taip pat buvo nustatyta daugybé su véZziu susijusiy
FBXW?7 ir jo substraty mutacijy ir identifikuotas FBXW?7 funkcijos
netekimas, kuris sukelia chromosomy nestabilumg ir naviko i$sivystyma
(94, 96, 97).

FBXW?7 reik§mé melanomos atveju. Melanomos atveju FBXW?7
veikia kaip naviko augimo slopiklis. Tyrimai parodé, kad FBXW?7 raiska
yra zenkliai sumazéjusi esant pirminei ir metastazinei melanomai, lyginant
su displastiniais apgamais. Sumazéjes FBXW7 lygis siejamas su
melanomos progresavimu. FBXW?7 reguliuoja keratinocity proliferacija ir
diferenciacijg, sukeldamas c—Myc ir Notch baltymy degradacija. Esant
FBXW?7 trikumui keratinocituose stebima padidéjusi proliferacija, kuri
priklauso nuo c—Myc kaupimosi, bet ne nuo Notch baltymy (94, 98). 1. T.
Aidinas (I. T. Aydin) ir bendraautoriai jrodé¢, kad melanomos lgstelése
stebimas sumazéjes FBXW?7 aktyvumas, tai lemia NOTCH1 kaupimasi ir
skatina angiogeneze¢ (9). Taip pat buvo teigiama, kad FBXW7 raiska yra
zenkliai mazesné pirminéje melanomoje nei displastiniuose apgamuose, o
metastazingje melanomoje FBXW?7 lygis dar maZesnis lyginant su pirmine
melanoma. Sumazéjusi jo raiSka yra susijusi su blogesniu melanoma
serganciy pacienty penkeriy mety iSgyvenamumu. Tolesniy in vitro tyrimy
rezultatai parodé, kad FBXW?7 slopina melanomos lgsteliy migracija per
mitogeno aktyvuotos baltymy kinazés / tarplgstelinio signalo
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regulivojamos kinazés (MAPK / ERK) signalinj kelig. Taigi FBXW7
nuslopinimas melanomos lastelése lemia padidéjusig lasteliy migracija ir
streso pluosto susidaryma (98). Sumazéjes FBXW?7 raiskos lygis siejamas
su melanomos progresavimu ir c-Myc bei NOTCHI1 baltymy kaupimusi
(9).

Tyrimy metu buvo nustatyta keletas specifiniy FBXW?7 substraty, tokiy
kaip Cyclin E, c-Myc, c-Jun, Notch, Mcl-1 (mieloidiniy Igsteliy
leukemija—1), SREBP, mTOR, KLF5 (Kruppel panaSus veiksnys 5),
Aurora A, NF1 (1 tipo neurofibromatozé), NRF1 (branduolio kvépavimo
veiksnys 1) ir HIF-1a (hipoksija indukuojantis veiksnys—la) (95). L.
Businas (L. Busino) su bendraautoriais nustaté, kad pl00 yra naujas
FBXW?7 substratas. FBW7a nukreipia branduolio p100 proteosominei
degradacijai fosforilinimo badu (99). Keturi FBXW?7 substratai (c—Myc,
Notch, Cyclin E ir c—JUN) i8siskiria dél jy mutacijy daznumo daugelio
zmoniy piktybiniy naviky atvejais.

E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 substratas c—Myc. c-Myc yra
onkobaltymas, kurio aktyvacija nustatoma apie 70 proc. visy zmogaus
piktybiniy naviky atvejy, jskaitant leukoze, sarkoma ir karcinoma (100).
Myc baltymas yra svarbus normaliam lgsteliy augimui, 0 jo Kiekis yra
grieztai kontroliuojamas. Maziausiai Keturi skirtingi ubikvitino ligazés
kompleksai gali nukreipti Myc proteosomos degradacijai, jskaitant
FBXW?7 (101). Myc transkriptiSkai reguliuoja baltymy sinteze, lasteliy
proliferacija, apoptoze, metabolizma ir diferenciacija, o jo funkcijos
sutrikimai skatina naviko formavimasi. FBW7a stimuliuoja Myc
ubikvitilinimg proteosomose, o FBW7y ubikvitilina Myc branduolyje taip
slopindamas Myc gebé¢jima stimuliuoti Igsteliy augimg (102-106). Taigi
FBXW?7 raiSkos sumazéjimas lemia ¢—Myc padidéjusig raiSkg (107).
FBW?7 atpazjsta ir sgveikauja su kinazés GSK—3p fosforilintu c-MYC ir lemia
jo ubikvitilinima (108). GSK-3p yra PI3K / AKT signalinio kelio taikinys.
Fosforilintas GSK—3p nebegali fosforilinti c-MYC ir taip uztikrinama paties
c-MYC stabilizacija. Taigi c-MYC reguliatoriy PI3K ar FBW7 raiskos
sumazejimas lemia ¢—MYC padidéjusig raiska (109). Naujausi tyrimai
parodé padidéjusia c—Myc raiSka iSplitusios ir metastazavusios melanomos
atveju. X. Linas (X. Lin) ir bendraautoriai nustaté, kad kliniskai padidéjusi
c—Myc raiska siejama su melanomos tolimomis metastazémis ir bloga
prognoze, o biologiskai c—-Myc padidinta raiska lemia reik§minga lasteliy
judruma, invazyvumga ir metastazavimg (10).

E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 substratas Notch. Notch signalinis
kelias — konservatyvusis tarplastelinés sgveikos signalo perdavimo btidas,
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aptinkamas evoliuciniu poziliriu skirtinguose organizmuose — nNuO
bestuburiy iki Zzmogaus (110). Priklausomai nuo lgsteliy ir audiniy rasies,
Notch signalinis kelias reguliuoja lasteliy proliferacija, migracija,
diferenciacija ir apoptoze. Sie procesai labai svarbiis organams vystytis ir
audiniy homeostazei palaikyti, taip pat dalyvauja odos kancerogenezeje
(111).

Nustatyta, kad vienas i§ daugelio signaliniy keliy, dalyvaujanciy
vystantis melanomai, yra Notch kelias. NOTCH1 ir NOTCH2 ir jy ligandy
JAG1, JAG2 ir DLLI raiska yra Zenkliai didesné¢ displastiniuose
apgamuose ir melanomos atveju nei melanocitiniuose apgamuose, 0 JAG2
mRNR rai$ka sumazgjusi invazyvios melanomos lgsteliy linijose (112).
Notch signalinis kelias turi jtakos naviko transformacijai ir rodo
ankstyvuosius procesus vystantis melanomai i§ pigmentiniy apgamy (112).
y—sekretazés, vieno i§ svarbiy Notch signalinio kelio fermento, slopinimas
sukelia melanomos Igsteliy apoptoze, bet neveikia normaliy melanocity.
Tai rodo, kad pakites Notch kelio aktyvumas melanomos atveju yra
svarbus veiksnys melanomos lgsteléms islikti (16).

In vitro ir in vivo tyrimy rezultatai parodé, kad NOTCH1 veikia kaip
onkogenas ir gali transformuoti nepakitusius melanocitus ir ankstyvosios
stadijos melanomos linijy lasteles j agresyvesnj fenotipa reguliuojant
MAPK / ERK ir PI3K / AKT kelius ir stabilizuojant f—katening (113).

NOTCH4 didesnis aktyvumas stebimas agresyvios, metastazavusios
melanomos linijos lastelése nei silpnai agresyviose lastelése. Zmogaus
audiniy pavyzdZiuose §io geno rai$ka siejama su ligos progresavimu (114).

Daugybé jvairiy tyrimy sitlé slopinti Notch signalinj kelig ir tai vertino
kaip vézio gydymo galimybe. [vairis Notch signalinio kelio
komponentai — receptoriaus ir ligando jungimasis, NICD atlaisvinimas,
NICD baltymo stabilumas, NICD sgveika su tam tikrais savitais
slopikliais — gali bati potencials taikiniai kuriant vaistus. Monokloniniai
antikiinai, RNR paZeidimas, receptoriy blokavimas, RAS signalinio kelio
slopinimas buvo naudojami slopinti Notch signalinj kelig (115).

Notch baltymai yra FBXW7 substratas ir priklausomai nuo audiniy tipo
gali veikti kaip onkobaltymas arba kaip naviko slopiklis. Ankstesniy
tyrimy rezultatai parodé, kad FBXW?7 inaktyvuojancios mutacijos
nustatomos 8,1 proc. melanomos atvejy. Dauguma mutacijy aptinkamos
WD40 domene, kurios sutrikdo substrato prisijungimg ir sukelia ilgalaikj
FBXW?7 substrato onkobaltymy aktyvinimg. Buvo nustatyta, kad dél
FBXW7 mutacijy leukemijos lgstelése slopinama Notch baltymy
degradacija — taip padidéja Notch signalinio kelio aktyvumas, ir kad
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FBXW7 mutacijos T lgsteliy imios limfoblastinés leukemijos atveju gali
sukelti atsparumg seckretazés slopikliams, kurie mazina Notch kelio
aktyvuma (116). Mutuotas FBXW?7 nesugeba prisijungti prie NCID, nors
mutuotos FBXW?7 formos vis dar gali prisijungti prie Myc ir nukreipia
Myc degradacijai (94, 116). Buvo nustatyta, kad aminés T lasteliy
limfoblastinés leukemijos atveju NOTCHI1 gali tiesiogiai reguliuoti
c—Myec, todél padidéjusi NOTCHI1 raiSka lemia padidéjusig c—Myc raiska,
0 ¢c—Myc stimuliuoja piktybinio naviko lasteliy augima. Daugiau nei 50
proc. iiminés T lasteliy limfoblastinés leukemijos atvejy yra padidéjusi
c—Myc raiska, kuri siejama su NOTCHI (117, 118).

Melanomos atveju padidéjusi Notch kelio raiSka gali biiti siejama su
FBXW?7 mutacija arba inaktyvacija (9, 119, 120). C. Oberg (C. Oberg) ir
bendraautoriai nustaté, kad FBXW?7 ubikvitilina ir neigiamai reguliuoja
Notch signalinj kelig (119). Notch vidulgstelinio domeno (NICD)
reguliavimas vyksta ubikvitilinimo ir proteosominés degradacijos biidu.
Taip pat nustatyta, kad Jagged-1 vidulastelinis domenas saveikauja su
NOTCHI1 Ilasteliniu domenu ir stimuliuoja jo skaidyma per FBXW?7
priklausomg proteosominj kelig (121). NOTCHI slopinimas galéty
,,uzkirsti kelig* inaktyvuotos FBXW?7 sukeltos melanomos vystymuisi,
todél Notch signalinis kelias yra perspektyvus melanomos gydymo
taikinys pacientams, turintiems FBXW7 mutacijy. Be to, branduolinés
FBXW?7 dazymas parodé glaudzig neigiamg koreliacijg tarp FBXW?7
raiSkos pokyciy ir pacienty ligos eigos, o tolesné¢ Cox regresijos analizeé
atskleidé, kad branduolinés FBXW7 raiska — nepriklausomas melanomos
prognozinis veiksnys. Reikia pazyméti, kad FBXW?7 nutildymas, viena
vertus, turé¢jo minimaly poveiki melanomos lasteliy proliferacijai, antra
vertus, Zzenkliai sustiprino migracijos pajégumus, ir tai rodo, kad FBXW7
inaktyvacija turi jtakos melanomai vystytis ir progresuoti (98).

FBXW?7 funkcijos reguliatoriai. FBXW7 sumazéjimo mechanizmas
naviky atveju vis dar néra visiSkai aiSkus. Naujausi tyrimai parodé, kad
keletas reguliatoriy, tokiy kaip p53 ir C / EBP-d (CCAAT / baltymo
prisijungimo stipriklis), NUMB, taip pat miRNA (mikroRNR), jskaitant
miR—27a ir miR-223, gali tiesiogiai keisti FBXW7 raiska, ir tai lemia
FBXW7 inaktyvinimg zmogaus piktybiniy naviky atvejais (94, 122) (5
paveikslas). Vienas svarbiausiy FBXW?7 reguliatoriy yra p53. p53 yra
pagrindinis baltymas — naviky slopiklis, kurio mutacijy nustatoma
daugelio Zmoniy piktybiniy naviky atvejy (74, 123-125). Naviko slopiklis
p53 yra transkripcijos veiksnys, kurio veikla suaktyvinama reaguojant j
jvairius lasteliy stresus, lemiancius lgsteliy ciklo sutrikdyma ar apoptoze,
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ir taip apsaugo nuo lgstelés piktybinés transformacijos. Inaktyvuojancios
mutacijos, susijusios su p53 koduojanciu genu, jvyksta mazdaug 50 proc.
zmogaus naviky atvejy, kurios vaidina svarby vaidmenj vystantis ir
progresuojant véziui, taip pat vystantis gydymo atsparumui (126, 127). J.
H. Mao (J. H. Mao) ir bendraautoriai nustaté, kad FBXW?7 tarpininkauja
kritiniam p53 vaidmeniui reaguojant | DNR pazeidima, ir tai rodo, kad
FBXW?7 yra priklausomas nuo p53 navika slopinancio geno, dalyvaujancio
navikui vystantis. Daugelio autoriy rezultatai parodé¢, kad, veikiant p53
signalinj kelia, galéty biiti atstatyta FBXW?7 raiska (107, 128). Zinoma,
kad melanomos dazniausiai turi laukinio tipo p53 (129). Tadiau,
atsizvelgiant | melanomos piktybinj pobid; ir atsparuma gydymui, atrodo,
kad melanomos atveju p53 neveiksmingas kaip naviko slopiklis. Nors §ie
mechanizmai dar néra visiSkai aiSkds, tac¢iau yra duomeny, kad kai kurie
p53 taikiniai gali biti i§derinti melanomos atveju (130, 131).

FEXW7 reguliatoriai

P53 CIEBPG, Pin1
HUMB Hes-5, Micro-RNA,
EBP2 BMI1
Aktyvina Slopina

|

C-M Motch. Cyclin E, c-Jun, Mcl-1,
Aurora Kinase & ir kt.

5 paveikslas. E3 ligazés FBXW7 reguliatoriai ir taikiniai piktybiniy
naviky atvejais
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3.5.3. E3 ubikvitino ligazé MDM?2

E3 ubikvitino ligazé — MDM2, kaip ir anksCiau aptarta FBXW7,
priklauso RING E3 ligaziy Seimai. E3 ubikvitino ligazé MDM?2 yra
baltymo p53 naviko slopiklio pagrindinis neigiamas reguliatorius, todél $i
ligazé, slopindama p53, skatina naviko vystymasi. Nepakitusiose 1astelése
MDM?2 buvimas yra biitinas norint i§laikyti p53 baltyma baziniame lygyje,
reguliuojant jo ubikvitilinimg ir degradacija 26S proteosomoje (132, 133).
Dalyvaujant E2 ubikvitino jungian¢iam fermentui MDM2 veikia kaip E3
ubikvitino ligazé, kuri palengvina p53 perkélimg i§ branduolio i citoplazma
ir nukreipia p53 nuo ubikvitino priklausomam skaidymui proteosomose.
Be to, MDM2 slopina p53 funkcijg tiesiogiai prisijungusi prie p53
transkripcinés sgveikos vietos — taip uzkertamas kelias jo saveikai su
transkripcijos veiksniais. p53 ir MDM2 saveikauja suformuodami
neigiamg autoreguliacing kilpa, kurioje padidéjes pS3 transkripcijos lygis
suaktyvina MDM2, dél ko savo ruoztu sumazéja p53 lygis (74, 134, 135).

MDM2 taip pat reguliuoja Notch signalinj kelig — pirma, reguliuodama
NUMB ubikvitilinimg ir sukeldama jo degradacija, netiesiogiai suaktyvina
Notch signalinj kelig; antra, tiesiogiai veikdama NOTCH1 lemia NICD
stabilumg ir aktyvumg (83). Taip pat esama duomeny, kad NOTCH4
ubikvitilinimas ir degradacija, dalyvaujant MDM?2, yra atvirksciai
proporcinga p53 baltymo kiekiui Igsteléje (136). Todél manoma, kad
p53-MDM2-NUMB kompleksai gali reguliuoti tiek p53, tiek Notch
signalinius kelius (14).

Esant onkogeninei stimuliacijai padidéja p53 baltymo kiekis. p53
jungiasi prie MDM2 geno p53 prisijungimo vietos ir taip aktyvina MDM2,
kuris véliau, griztamojo rySio metu, slopina p53 veikima. NUMB baltymas
taip pat jungiasi prie E3 ubikvitino ligazés MDM2 ir slopina jg, tai lemia
p53 aktyvinimg. Notch signalinio kelio metu j citoplazma patekes atskeltas
vidulastelinis Notch domenas NICD gali biti neigiamai reguliuojamas
NUMB baltymo, dél ko NICD negali jungtis prie transkripcijos veiksniy
CSL ir aktyvinti Notch signalinio kelio kaskados. Taigi MDMZ2,
skaidydamas NUMB, apsaugo nuo NOTCHI1 funkcijos sumazéjimo. Taip
pat MDM?2 gali tiesiogiai jungtis prie Notch vidulgstelinio domeno NICD,
lemti jo ubikvitilinimg ir Notch signalinio kelio aktyvinima (83, 135) (6
paveikslas).
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‘ Delta / Jagged

NOTCH1

Hes/Hey, p21, BIRCS5,
CCND1, HER2/Neu ir kt.

Ubikvitilinimas?

6 paveikslas. E3 ubikvitino ligazés MDM2 ir naviko slopiklio p53 sgveika
(adaptuota pagal (137)). Ligandai (Delta arba Jagged) (virSutiné lastelé)
sgveikauja su gretimos Iastelés (apatiné 1gstelé) Notch receptoriais (NOTCHI,
NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4). Receptoriaus ir ligando sgveika sukelia du
proteolitinius kirpimus, kurie atlaisvina Notch vidulastelinj domeng (NICD)
nuo lastelés membranos. NICD keliauja j branduolj ir sukelia Notch geny
taikiniy transkripcijos aktyvinima.

Nustatyta MDM2 onkobaltymo padidinta raiska daugelyje Zmogaus
naviky, turin¢iy laukinio tipo p53 alelj (138). Didelis MDM2 kiekis
siejamas su blogesne ligos prognoze atskiry naviky atvejais (89).
Piktybinéms melanomoms biidinga padidinta MDM2 raiska. P Rajabi
(P. Rajabi ) ir bendraautoriai jrodé, kad esama sgsajos tarp MDM2 raiSkos
lygio, naviko gylio ir invazijos pirminés odos piktybinés melanomos atveju
(139). 50 proc. melanomos atvejy nustatoma padidéjusi MDM2 geno
raiSka, ir tai lemia sustipréjusig p53 degradacija, Notch signalinio kelio
aktyvacija ir naviko lasteliy proliferacijg. PrieSingai, sumazéjusi MDM?2
rai§ka siejama su melanoma serganéiy pacienty geresniu iSgyvenamumu
(12).
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Biitina pazyméti, kad MDM2 yra pagrindinis RAS / RAF / MEK / ERK
ir PI3K / AKT signaliniy keliy taikinys. Daugelio tyrimy duomenimis,
RAS / RAF / MEK / ERK signalinis kelias yra aktyvuotas daugiau kaip 80
proc. visy odos melanomy atvejy. Mitogenu aktyvuotos baltymo kinazés
(MAPK) signalinis kelias yra vienas i§ svarbiausiy skirtingy lasteliy tipy
signaliniy keliy ir fiziologiskai yra susijes su ekstralgsteliniy signaly, tokiy
kaip augimo veiksniy ir hormony perdavimu j branduolj, ir tai sukelia
geny, atsakingy uz lasteliy proliferacija, diferenciacijg ir iSgyvenamuma,
raiska (140,141). Be to, buvo jrodyta, kad MAPK aktyvinimas yra
lemiamas veiksnys jvairiy tipy naviky biologijoje ir yra daZniausiai
pasitaikantis netipiskai aktyvuotas kelias melanomos atveju (142). Iki 90
proc. melanomos atvejy nustatomas netipiSkas (klaidingas) MAPK
aktyvavimas, ir tai yra pagrindinis veiksnys vystantis melanomai,
atsakingas uz lasteliy ciklo iSderinimg ir apoptozés slopinima (140, 143,
144). Tarp skirtingy mechanizmy, atsakingy uz netipiska MAPK kelio
aktyvinimg melanomos atveju, dazniausiai nustatomy genetiniy sutrikimy
yra BRAF mutacijos (145, 146).

BRAF geno mutacija nustatoma apie 50-60 proc. odos melanomy
atvejy. Tarp BRAF geno mutacijy daugiau nei 90 proc. jy nustatoma 600
kodone, ir kuriy 70-80 proc. sudaro vieno nukleotido mutacija,
pasireiSkianti valino pakaita j glutamatg (BRAF V600E), reciau (10-20
proc.) toje pacioje pozicijoje jvyksta BRAF V600K pakaita (valino j
lizing), o reciausiai (<5 proc.) arginino pakaita valinu — BRAF V600R
(147). BRAF geno mutacija dazniausiai nustatoma melanomos,
atsiradusios saulés nepazeistoje odoje, atvejais. Atkreiptinas démesys, kad
gleiviniy ir akralinés melanomos atveju §ios mutacijos retos (148).

BRAF geno mutacijy daznai (> 80 proc.) nustatoma ir pigmentiniuose
apgamuose, ir tai liudija, kad Sie somatiniai pokyciai jvyksta ankstyvoje
melanomagenezéje (47). Visgi dauguma apgamy neiSsivysto j piktybine
melanomg. Tai rodo, kad BRAF mutacija gali bati svarbi, bet
nepakankama, kad paskatinty piktybing transformacija. Manoma, kad
reikalingos ir kitos mutacijos naviko piktybinei transformacijai ir
progresijai sukelti, ypa¢ melanomoms, kurios atsirado i§ anks¢iau buvusio
apgamo (47).

Antra dazna priezastis pakitusio MAPK signalinio kelio aktyvumo odos
melanomos atveju yra NRAS geno mutacijos. Zmogaus melanomos atveju
NRAS mutacijy aptinkama mazdaug 15-30 proc. atvejy. Tarp visy NRAS
mutacijy dazniausiai yra RASQ61K / R— glutamino pakaita 61 pozicijoje
lizinu ar argininu (149). Onkogeniné NRAS ir BRAF raiska skatina
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melanomos lgsteliy proliferacija, jy i8gyvenimg, invazija ir angiogeneze
aktyvuojant MAPK kelia (150). Be to, NRAS / BRAF aktyvacija
tarpininkauja epitelio — mezenchiminio per¢jimo (EMT) jungciai
vélyvosios melanomos stadijoje. EMT yra nepriklausomas melanomos
prognozinis veiksnys. NRAS / BRAF signalinis kelias, atsizvelgiant i
auksta mutacijy daznuma ir jo svarby vaidmenj vystantis melanomai, yra
potencialus taikinys vaistams nuo vézio (47).

TreCia pakitusio MAPK signalinio kelio priezastis yra NF1 geno
mutacijos. NF1 yra genas naviky slopiklis ir taip pat tre¢iasis dazniausiai
mutuojantis genas melanomos atveju (10-15 proc. atvejy) (151). NF1
baltymas reguliuoja RAS paverciant aktyvyji RAS—guanozino trifosfatg
(RAS-GTP) neaktyviu RAS—guanozino difosfatu (RAS-GDP) ir taip
slopina RAS signalinj kelig (152). Todél NF1 funkcijos praradimas sukelia
NRAS baltymo padidinta aktyvinima ir taip padidéja MAPK ir PI3K
signalinio kelio aktyvumas (151-153). NF1 genetiniai pokyc¢iai dazniau
pasireiskia melanomos atvejais, atsiradusiose chroniskai saulés paveiktoje
odoje ir yra susije¢ su daugybe jvairiy genetiniy mutacijy, tarp jy ir su BRAF
arba NRAS mutacijomis (153).

NF1 mutacijos gydant vaistais gali turéti jtakos atsparumui atsirasti dél
pakitusios saveikos su BRAF / MEK taikiniais. Manoma, kad NF1
praradimas turi jtakos atsparumui RAF ir MEK slopikliams, nes nuolat
suaktyvinamas MAPK kelias. Naudojant peliy modelius nustatyta, kad
NF1 mutacija slopina BRAF sukelta melanocity senéjimg, skatina
melanocity proliferacija ir sustiprina melanomos vystymasi. Zmogaus
melanomos lasteliy linijose NF1 abliacija sumazina melanomos jautruma
BRAF  slopikliams.  Klinikiniy  tyrimy  duomenys  patvirtina
eksperimentinius duomenis, nes NF1 mutacijy randama navikuose kartu su
BRAF mutacija pacienty, kuriems nustatytas atsparumas BRAF
slopikliams (154).

KIT (receptoriaus tirozino kinazé) yra fiziologiSkai susijusi su
melanomos proliferacija ir i§likimu per PI3K / AKT ir RAS / RAF / MEK
/ ERK kelius. Sio geno aktyviy somatiniy mutacijy buvo nustatyta 2—8
proc. visy piktybiniy melanomy atvejy ir daZniau pasireiskia akralinés
melanomos, gleiviniy melanomos atvejais ir tais melanomos atvejais, kai
oda periodiskai buvo veikiama saulés (63, 64).
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BRAF, NRAS, NF1 ir KIT genetiniai poky¢iai yra vertinami kaip
pagrindiniai veiksniai vystantis melanomai, ta¢iau bitina pabrézti, kad yra
daugybé kity geny, susijusiy su melanomos invazyvumu ir metastazavimu
(6 lentelé).

6 lentelé. Genetiniai pokyc¢iai odos melanomos atveju (adaptuota pagal
(157)).

Genas Pakitimy daZnis/tipas

BRAF 50-70 proc. mutuotas

NRAS 15-30 proc. mutuotas

AKT3 Padidinta raiska, 43-50 proc. selektyvus aktyvumas

- 6—44 proc. sustiprintas (priklausomai nuo potipio: létinis
Ciklinas D . o . o o
saulés poveikis / veido, akraliné ir gleiviniy melanoma)

Dazniausiai nustatomas akralinés ir gleiviniy melanomos

CDK4 .
atveju
MITF 10-16 proc. sustiprintas
Notch Padidinta raiska
c—met Padidinta raiska
Sustiprintas ir / arba mutuotas: 22-39 proc. (gleiviniy), 36
c—kit proc. (akraling), 28 proc. (saulés paveiktoje odoje), 15 proc.
(analiné)
c—Myc padidinta raiska
CDKN2A  30-70 proc. iStrintas, mutuotas arba nutildytas
PTEN 5-20 proc. istrintas arba mutuotas
APAF-1 40 proc. nutildytas
p53 10 proc. prarastas arba mutuotas

Augimo veiksniy signalai, sklindantys per RAS, aktyvina PI3K / AKT
signalinj kelig ir MER-ERK, ir tai aktyvina MDM2. AKT fosforilina MDM2,
taip lemia jo patekimg j branduol;j ir sustiprina jo gebéjima slopinti p53 (11).

PI3K / AKT signalinis kelias — vienas i§ svarbiausiy signaliniy keliy
vézio atveju, susijes su melanomos iniciacija ir metastazavimu. Daugybé
tyrimy parod¢, kad Sio kelio aktyvinimas vaidina svarby vaidmenj
melanomos atveju, daznai nustatant vienu metu RAS / RAF / MEK / ERK
signaliniy keliy aktyvinima (158). Daznas pokytis, sukeliantis PI3K
signalinio kelio aktyvavimag sergant melanoma, yra PTEN praradimas.
PTEN praradimas siejamas su melanomos progresavimu, daznai
vykstanciu kartu su BRAF mutacijomis ir navikuose esant laukiniam tipui
BRAF / NRAS. PTEN netekimas retai pasitaiko melanomos atveju esant
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NRAS mutacijoms (159). PTEN - navikg slopinantis genas, kuris
kontroliuoja lasteliy ciklo progresija ir daznai yra inaktyvuotas vézio
atveju. Inaktyvintas PTEN negali slopinti PI3K, dé¢l to mitogeniniai
baltymai aktyvuojami auks$tesniu reguliatoriumi AKT3 (47, 150). AKT3
yra serino / treonino kinazés forma, dazniausiai ekspresuojama zZmogaus
melanomos atveju, ir jo aktyvinimas geny amplifikacijos biidu nustatomas
60 proc. sporadiniy melanomy (150, 160). PTEN funkcijos poky¢iai
identifikuojami 10-30 proc. odos melanomos atvejy ir dazniausiai
aptinkami melanomos vertikalaus augimo fazéje ir metastazése (146, 161).
Genetiniai PTEN poky¢iai paprastai nesusije su NRAS mutacijomis, bet
daznai pakinta kartu su BRAF funkcijos sutrikimais. BRAF mutacijos ir
PTEN funkcijos sutrikimas kartu aktyvina MAPK ir PI3K kelius — tai
prilygsta vien NRAS aktyvinimui (162, 163). Klinikinéje praktikoje PTEN
funkcijos praradimas siejamas su vienu i§ svarbiausiu mechanizmy
vystantis atsparumui BRAF slopikliams gydant BRAF mutacija turinéia
melanomg (164).

3.6. E3 ubikvitino ligaziy reik§mé melanomos terapijoje

Molekuliné onkologija atskleidé¢ naujy krypciy gydant piktybinius
navikus ir suteiké galimybiy skirti gydyma atsizvelgiant | konkrety
piktybiniui navikui budingg taikinj. Tai patvirtina s€ékmingas pavyzdys
taikant gydyma kinaziy slopikliais ir imunomoduliatoriais. Taciau dél
piktybiniy naviky heterogeniSkumo ne kiekvienam naviko tipui gali biiti
skiriama tinkama selektyvi terapija, juolab kad kai kurie i§ jy geriausiai
reaguoja j vaisty derinius (165). Proteosomos slopinimas tam tikra prasme
yra molekuliné terapija, nes proteosomy slopikliais veikiama ne daugiau
kaip tris proteolitinius fermentus (ir, matyt, keleta papildomy pagalbiniy
fermenty) proteosomos katalizingje Serdyje. Antra vertus, beveik 90 proc.
lasteléje tirpiy baltymy skaidomi proteosomoje, ir tai rodo, kad
proteosomy aktyvumo slopinimas turéty sukelti visuotinj ir galbit
naikinantj poveikj lasteléms. Alternatyvus ubikvitino—proteosomos kelio
taikinys — E3 ubikvitino ligazés, i§ kuriy kiekviena pazymi ribota skaiéiy
baltymy-taikiniy proteosominiam skaidymui, konjuguojant juos |
(poli)ubikvitino grandines, galéty biiti perspektyvesnés uz proteosomas,
nes jos paveikty nedidelj baltymy pogrupj, o ne, bent jau teoriskai,
dauguma ar visus baltymus (165).

Tam tikra pazanga padaryta ieSkant E3 ligaziy slopikliy, turinciy
priesnavikin] potenciala, taciau tradiciniai metodai, skirti nustatyti E3
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slopiklius veikian¢ius navika, dar nebuvo sékmingi. Kadangi kiekviena i
keliy Simty E3 ligaziy lemia tam tikry baltymy degradacija kartu su E1 ir
E2, selektyvus tam tikros E3 ligazés slopinimas turéty sukelti selektyvy
farmakologinj poveikj esant santykinai nedideliam nepageidaujamam
poveikiui organizmui (165). Pastangos identifikuoti baltymy ir baltymy
saveikos slopiklius buvo palyginti nesékmingos, kol nebuvo naudojami
struktiirinés  biologijos metodai kuriant E3 ligaz¢ veikiancius
eksperimentinius prie$navikinius vaistus, tokius kaip nutlinai ir Kitos
mazos molekulés, kurios sutrikdo p53 naviko slopiklio jungimasi su
atitinkama E3 ligaze HDM2 / MDM2 (166, 167).

3.6.1. Naujos kartos MDM2—p53 saveikos slopikliai nutlinas—3 ir RITA

Kaip jau buvo minéta, apie 95 proc. melanomos atvejy p53 yra laukinio
tipo. Kadangi melanomos atveju p53 daznai yra struktiiriSkai nepakites, bet
prarades savo funkcija dél CDKN2A / ARF praradimo, todél p53 funkcijos
atstatymas yra perspektyvus melanomos gydymo taikinys. MDM2 atlieka
svarby vaidmenj ne tik neigiamai reguliuvodamas p53 navika slopinancio
baltymo funkcija, bet ir reguliuodamas Notch signalinj keliag — taip
sukeliama NICD slopiklio NUMB degradacija ir aktyvinamas Notch
signalinis kelias. Taigi E3 ubikvitino ligazé MDM2 gali biiti perspektyvus
taikinys veikiant p53 ir Notch signalinj kelig piktybinés melanomos atveju.
Dél specifiniy E3 ligazés MDM2 slopikliy trukiimo, siekiant paveikti
taikinj, démesys gali biiti nukreiptas ] MDM2—p53 saveikos suardyma arba
MDM?2 raiskos blokavima, o ne j tiesioginj poveikj E3 ubikvitino ligazés
aktyvumui. Nustatyta daugybé mazy molekuliy, galin¢iy atkurti laukinio
tipo p53 funkcijg navikinése lastelése. Vienos i§ tokiy molekuliy, kurios
blokuoja p53 ir MDM2 saveika, yra nutlinai. Nutlinai priklauso
cis—imidazoliny $eimos junginiams, klinikoje vartojami nutlin—1, nutlin—
2, nutlin—-3 analogai.

Nutlinai geba sutrikdyti jvairias baltymo—baltymo sgveikas (tarp jy ir
p53-MDM2) (168). In vitro tyrimy metu jvairiy navikiniy lasteliy linijy
atvejais (tarp jy kiau$idziy vézio, sarkomos ir glioblastomos) nustatyta,
kad nutlinai sukelia lgsteliy apoptoze (169-171). Kita vertus, H. Tseng
(H. Tseng) ir bendraautoriai, atlik¢ tyrimus su melanomos lasteliy linijomis
(turin¢iomis laukinio tipo p53), nustaté, kad nutlinas—3 sukelia greitg ir
ilgalaikj p53 aktyvinimg ir slopina lasteliy augima, taciau nesukelia
reik§mingos apoptozés (net esant 20 pmol/L koncentracijai ir inkubuojant
48 valandas). Faktas, kad nutlinas—3 nesugeba sukelti apoptozés
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melanomos 1gsteliy linijose, turin¢iose tiek laukinio tipo, tieck mutantinj
p53 (net jei p53 funkcija buvo atstatyta), buvo pastebétas ir kity in vitro
tyrimy metu (172). Atlikta nemazai ikiklinikiniy tyrimy, naudojant nutling
kaip terapinj vaistg (daugiausia nutling—3).

Nustatyta, kad nutlinas jungiasi prie MDM2 N galo ir taip trukdo
MDM2-p53 sagveikai, t. y. slopinama MDM?2 funkcija, atkuriama p53
funkcija ir toku btidu slopinamas naviko augimas (75, 170). Ypa¢ daug
démesio skirta jvertinti nutlino potenciala gydyti piktybiniams navikams,
tokiems kaip Gimiai mieloleukemijai, iimiai limfoblastinei leukemija ir B
lasteliy létinei limfoleukemijai. Nustatyta, kad gydymas nutlinu
veiksmingas esant laukinio tipo p53. Naujausi duomenys rodo, kad nutlino
veiksmingumas priklauso ir nuo p53 geno taikiniy epigenetinio profilio
(17, 173). Naviky, kuriuose p53 yra funkciskai neaktyvus, tyrimai parode¢,
kad nutlinas—3 didina p53 baltymo raiska ir jo aktyvumo lygj. Atkreiptinas
démesys, kad dar néra tyrimy rezultaty, kaip kei¢iasi MDM?2 raiska ir
funkcija po gydymo nutlinu-3 (174). Neseniai buvo baigtas 1 fazés
Klinikinis tyrimas, kurio metu buvo gydyti solidiniai navikai ir
hematologinés biklés taikant farmakologiSkai optimizuota nutlino—3
formg — vaistin] preparata RG7112. Pavyzdziui, gydant serganciuosius
liposarkoma, rezultatai parodé silpng poveikj, esant daliniam atsakui ir
stabiliai ligos eigai 70 proc. visos kohortos. Sunkiy nepageidaujamy
reakcijy pasireiSké 40 proc. pacienty (175). RG7388 (idasanutlinas),
antrosios kartos nutlinas, buvo sukurtas siekiant sustiprinti nutlino poveikj
ir sumazinti toksiSkuma. Preliminaris I fazés ir testiniy tyrimy duomenys
rodo teigiamg klinikinj atsaka j gydymg RG7388 (idasanutlinu) tiek
monoterapijos, tiek derinant su kitais vaistiniais preparatais Umios
mieloleukemijos atvejais (176).

Kita maza molekulé, slopinanti p5S3—MDM2 saveika, yra RITA (angl.
Reactivation of p53 and induction of tumor cell apoptosis). RITA jungiasi
prie p53 ir taip sukelia konformaciniy poky¢iy molekuléje, ,,uzkertanéiy
kelig® jungtis su MDM2 (177, 178). Panaudojus zmogaus galvos ir kaklo
naviky lasteliy linija (HNC), RITA atkiré p53 funkcijg ir sukelé apoptoze
in vitro tyrimuose (179). PrieSnavikinis RITA poveikis taip pat
konstatuotas veikiant neuroblastomos linijos Iasteles (180). PrieSingai nei
nutlinas—3, kuris jungiasi prie MDM2 ir neleidzia jungtis prie p53, RITA
jungiasi prie p53 ir neleidzia prisijungti prie MDM2. Tai skatina p53
kaupimasi ir sukelia nuo p53 priklausoma jvairiy linijy navikiniy lgsteliy
apoptoze, jskaitant plauciy, storosios zarnos, kriities, odos karcinomos,
melanomos ir limfomos atvejus (181). Mazos RITA koncentracijos slopino
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navikiniy Igsteliy, turin¢iy laukinio tipo p53, augimg, parodé minimaly
poveikj lasteléms, neturinc¢iom jo. PrieSingai nei kiti MDM2 slopikliai,
RITA aktyvina p53 jungdamasi prie jo, o ne jungdamasis prie MDM2
(182). Be to, RITA slopino Zzmogaus ksenografiniy naviky augima pelése,
nesukeldama toksinio poveikio sveiky peliy audiniams (183). Tai leido
manyti, kad RITA gali selektyviai aktyvinti p53 naviko Igstelése.
Nutlinas-3 ir RITA savitai veikia ta patj baltymy kompleksa (MDM2—
p53) (129). Taciau Sie mazamolekuliniai junginiai turi ir kity biologiniy
taikiniy. Nutlinas—3 kei¢ia su MDM2 prisijungiancius partnerius, o RITA
daro jtaka p53 sgveikai. M. Burmakinas (M. Burmakin) ir bendraautoriai
nustaté, kad be MDM2-p53 sgveikos RITA suardo ir Kitas p53
prisijungimo  sgveikas, pavyzdziui su 1ASPP (p53 apoptoze
stimuliuojan¢io baltymo slopiklius), Parc (su p53 susijusiu Parkin
citoplazmos baltymas) arba E6—AP (su E6 susijes baltymas) (180).

3.6.2. E3 ubikvitino ligazés FBXW7 aktyviklis oridoninas

Zinant, kad daug FBXW?7 substraty yra onkobaltymai, FBXW?7
aktyvinimas (FBXW?7 raiska yra sumazéjusi esant pirminei ir
metastazavusiai melanomai) gali buti naujos chemoterapijos i$Sukis.
Aisku, reikia nustatyti tiksly tokio poveikio mechanizma. Biitina identifikuoti
junginius, kurie farmakologiniais ir genetiniais metodais tikslingai veikty tik
FBXW?7 ir nesukelty nepageidaujamo poveikio organizmui. Buvo
nustatyta, kad natiiralus junginys oridoninas aktyvuoja FBXW7 E3
ubikvitino ligaze, ir tai lemia c—Myc kelio slopinimg (16, 93). Oridoninas
yra natiiralus diterpenoidinis junginys, iSgautas i§ kiny tradicinés
medicininés Zolelés Isodon rubescens, ir pasizymi daug Zzadanéiu
priesnavikiniu poveikiu, ypa¢ leukemijos atveju (184-186). Oridoninas
pasizymi proapoptotiniu aktyvumu jvairiose navikinése lastelése, 0
eksperimentinio tyrimo su pelémis metu nesukélé akivaizdaus Salutinio
poveikio (187). Nustatyta, kad oridoninas nukreipia c—-Myc onkobaltyma
nuo FBXW?7 priklausomai degradacijai ir taip sumazina jo transkripcinj
aktyvumg (16). Be to, slopindamas c—Myc reguliuojamas mikroRNR,
oridoninas mazina atsparumg vaistams tyrimuose naudojant leukemijos
lasteles (188). Veikiant oridoninu leukemijos ir limfomos lasteles zenkliai
padidéjo FBW7a ir FBW7y raiska ir sumazéjo c—Myc funkcijg (16).
Naujausiy tyrimy rezultatai rodo, kad oridoninas slopina melanomos
lasteliy migracija, invazija ir adhezija, taip pat slopina TGF—B1 sukelta
epiteling—mezenchiming tranzicijg veikdamas PI3K / Akt / GSK-3p
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signalinj kelia. Sio tyrimo rezultatai leidzia manyti, kad oridoninas yra
perspektyvus terapinis veiksnys gydant melanomos metastazes (189).
Zemiau lentel¢je pateiktas trumpas slopikliy (nutlino—3 / RITA) ir
aktyviklio (oridonino) aprasymas (7 lentelé).

7 lentelé. Nutlino—3 / RITA ir oridonino veikimo mechanizmas.

Slopikliai/ Trumpas
aktyvikliai ~ aprasymas

Veikimo mechanizmas

Nutlinas—3 MDM2 slopiklis

Nutlinas—3 yra MDM2 slopiklis, p53
aktyviklis ir apoptozés induktorius.
MDM2 jungiasi prie p53 baltymo — naviko
slopiklio ir neigiamai reguliuoja jo
transkripcinj aktyvuma ir stabiluma.
MDM2-p53 saveikos slopinimas lemia
p53 funkcijos atstatyma, lgsteliy ciklo
sustabdyma ir apoptoze (75, 170).

RITA p53 aktyviklis

Triliciklinis tiofeno darinys jungiasi prie
p53 ir suardo MDM2-p53 kompleksa, tai
lemia p53 aktyvavima ir Igsteliy apoptozg.
Mazos RITA koncentracijos slopina
navikiniy lasteliy, turin¢iy laukinio tipo
p53, augima, taciau turi minimaly poveikj
lasteléms, neturin¢ioms jo. PrieSingai nei
kiti MDM2 slopikliai, RITA aktyvina p53,
jungdamasis prie jo, 0 ne jungdamasis prie
MDM2 (182).

E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7
(naviko slopiklio)
aktyviklis

Oridoninas

Oridoninas  pasizymi  prieSnavikiniu
poveikiu. Oridoninas yra efektyvus
FBXW?7 aktyviklis, c-Myc slopiklis.
Oridoninas aktyvina E3 ubikvitino ligaze
FBXW?7 ir GSK-3 kinaze, kurios sukelia
nuo ubikvitino — proteosomos priklausoma
c—Myc skaidyma, kuris lemia Igsteliy
apoptoze ir naviky augimo slopinima (16).

Apibendrinant literatiros apzvalga, atkreiptinas démesys, kad melanoma —
heterogeniSkas navikas, Kkuriam vystantis dalyvauja daug tarpusavyje
saveikaujanc¢iy baltymy ir geny. Melanomos lastelése vykstancius procesus
kontroliuoja jvairts signaliniai keliai, o eliminavus arba paveikus tam tikrus
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genus ir baltymus, jsijungia mechanizmai, kurie gali lemti tolesnj melanomos
progresavimg. Ir nors naujas individualizuotas, taikiniy terapija pagristas
gydymas zenkliai pailgino pacienty, serganciy melanoma, bendrajj
iSgyvenamumg, melanomos gydymo problema ir toliau iSlieka tyréjy démesio
centre, ypa¢ dél iSsivystancio atsparumo gydymui, kurio mechanizmai néra
visiSkai aiSktis. Todé¢l biitini tolesni melanomos patogenezés tyrimai
molekuliniu lygiu siekiant jvertinti atskiry signaliniy keliy ir geny tarpusavio
sgveikos ypatumus, nustatyti jy reikSme melanomai progresuojant — taip
iSsiaisSkinti naujus galimus taikinius metastazavusiai melanomai gydyti.
Pastaryjy mety moksliniy tyrimy duomenys rodo, kad ubikvitino proteasomos
sistemos komponentai gali biti potencialGs prognoziniai biozymenys ir
molekuliniai terapiniai taikiniai melanomai gydyti. Siekiant patikslinti E3
ubikvitino ligaziy reikSme ir jy saveika su tam tikry signaliniy keliy dalyviais,
kurie taip pat gali buti svarbiis formuojantis ir progresuojant melanomai,
reikalingi tolesni §ios srities moksliniai tyrimai. Sio tyrimo metu siekta
jvertinti E3 ubikvitino ligazes kaip galimus naujus molekulinius taikinius
melanomai gydyti.
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4. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI

Tyrimas sudarytas i§ dviejy daliy — naudotos zmogaus melanomos lgsteliy
linijos ir pacienty méginiai (pooperaciné medziaga).

Tyrimuose in vitro, siekiant nustatyti E3 ubikvitino ligazés FBXW7
aktyviklio oridonino ir E3 ubikvitino ligazés MDM?2 ir navika slopinancio
baltymo p53 saveikos (MDM2—p53) slopikliy nutlino—3 ir RITA ir jy
deriniy poveikj melanomos lasteliy gyvybingumui, buvo pasirinktos
Zzmogaus metastazavusios melanomos Igsteliy linijos. Lasteliy
gyvybingumui jvertinti naudotas MTT metodas. Kadangi tyrimo metu
siekta nustatyti, kaip keiciasi pasirinkty geny raiSka lastelése po poveikio
minétais slopikliais ir aktyvikliu, buvo naudojamas kiekybinis polimerazés
grandininés reakcijos tyrimas.

In vivo tyrimuose, siekiant jvertinti E3 ubikvitino ligaziy FBXW?7 ir
MDM?2 ir jy substraty p53 ir c—Myc baltymy raiSkos sasaja su melanomos
klinikinémis ir patologinémis charakteristikomis, buvo naudojami
pacienty pooperacinés medziagos parafino blokai konstruojant audiniy
mikrogardeles. Tirtyjy ligaziy raiSka buvo nustatoma baltymy lygmeniu,
todél buvo naudotas imunohistocheminis tyrimas.

4.1. Tiriamosios grupés charakteristikos

Melanomos lasteliy linijos. Tyrimo metu naudotos Zmogaus
metastazavusios melanomos lasteliy linijos SK-MEL-26, FM-94 ir
FM-3 buvo gautos i§ Latvijos biomedicinos tyrimy ir studijy centro.
SK-MEL-26 lasteliy linija turé¢jo patvirtinta BRAF geno mutacijg ir
laukinio tipo NRAS ir TP53. FM-94 ir FM-3 lasteliy linijos turéjo
patvirtintas BRAF, NRAS geny mutacijas ir laukinio tipo TP53. FM-94
linijos lastelés gautos i§ metastazavusios piktybinés odos melanomos,
vyriskosios lyties paciento, 0o FM-3 ir SK-MEL-26 — moteriskosios lyties
paciento.

Pacienty meéginiai. Prie$ atlickant tyrimg klinikoje buvo gautas
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas
vykdyti biomedicininj tyrimg (Nr. 158200-16-878-387, 2016-12-13).
Tyrime dalyvavo pacientai, pasiras¢ Asmens informavimo ir Informuoto
asmens sutikimo formas (1-5 priedai).
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Itraukimo § tyrimgq kriterijai:

e visy amziaus grupiy (vyresni nei 18 mety) vyrai ir moterys,
kuriems diagnozuotas ir chirurginiu biidu pasalintas displastinis
apgamas ar melanoma (pirminiai pacientai);

e pasiras§ytos Asmens informavimo ir Informuoto asmens sutikimo
formos.

Nejtraukimo kriterijai:
e asmenys iki 18 mety;
e nepakites apgamas, kito tipo odos veZys;
e histologiskai nepatvirtinta diagnozg;
e psichinés, genetinés, nervy — raumeny ligos;
e néstumas, laktacija;
e paciento atsisakymas dalyvauti tyrime.

Tyrimo rezultatai gauti analizuojant 100 pacienty operacing biologing
medziagg atliekant tyrimus audiniy mikrogardelése (angl. tissue
microarrays, TMA). | analiz¢ buvo jtraukti asmeny patologiniai méginiai,
i§ kuriy 16 buvo displastiniai apgamai, 16 melanoma in situ ir po 17 — I,
II, I ir IV stadijy melanomos méginiy. [Sanalizavus klinikinius jraSus
nustatyta, kad i§ 100 analizuoty atvejy istirta 39 vyry ir 61 moters méginiai.
Tiriamyjy amziaus vidurkis sieké 54,1 metus — iki 50 mety amziaus
fiksuoti 28 atvejai, nuo 50 iki 59 mety — 17 atvejy, vyresniy nei 60 mety —
55 atvejai. Pagal morfologinj melanomos tipg 48 atvejais buvo nustatyta
pavir§iumi plintanti melanoma, 27 — mazginé melanoma, 9 — lentigo
maligna. I$ analizuoty melanomos atvejy 26 atvejais melanomos gylis
buvo mazesnis nei 1,0 mm, o 42 atvejais didesnis nei 1,1 mm. I§ 68
melanomy nuo pT1 iki pT4 stadijos (pagal naviko gylj — T) 22 atvejais
buvo iSopéjusios. 77 proc. visy atvejy navikas buvo nustatytas saulés
paveiktoje vietoje. Pacienty klinikinés ir patologinés charakteristikos
pateiktos 8 lenteléje.
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8 lentelé. Tiriamosios grupés klinikinés ir patologinés charakteristikos.

Charakteristika n
IS viso atvejy 100
. Vyrai 39
Lytis Moterys 61
e <58 44
AmZius 53 56
Displastinis apgamas 16
Melanoma in situ 16
Naviko stadijos pagal pT1 17
gyli (pT) pT2 17
pT3 17
pT4 17
Displastinis apgamas 16
Naviko morfologinis Pavir§iumi plintanti melanoma 48
tipas Lentigo maligna melanoma 9
Mazginé melanoma 27
Be invazijos 32
Naviko invazijos gylis 0,1-1,0 mm 26
1,1 mm + 42
Saulés nepaveiktoje odoje 13
Naviko lokalizacija Saulés paveiktoje odoje 77
Nezinoma 10
Melanomos iSopéjimas 1§ ‘.’IVSO:_ = 08
(pT1-pT4) Be ls Op'e_.].lmo 46
Su iSopéjimu 22

I8 ligos istorijy buvo surinktos ir vertinamos $ios klinikinés pacienty ir
patologinés odos dariniy charakteristikos: pacienty lytis, amzius, naviko
patologiné stadija pagal gyli (pT), morfologinis naviko tipas, iSopéjimas
bei lokalizacija.
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4.2. Tyrimo metodai
4.2.1. Méginiy paruoSimas

SK-MEL-26, FM-94 ir FM-3 7zmogaus metastazavusios
melanomos lasteliy linijos buvo kultivuojamos DMEM (angl.
Dulbecco's modified eagle medium) terpéje su 10 proc. FBS (angl.
fetal bovine serum), 2 mM L — glutamino, 100 U/ml penicilino ir
100 pg/ml streptomicino, 37°C temperatiiros, 5 proc. CO; ir 95
proc. drégmés salygomis CO: inkubatoriuje. Lastelés buvo
perséjamos kas 2-3 dienas. ISsé¢jamy lgsteliy skai¢ius buvo
nustatomas naudojant Neubauerio hemacitometro kamera (HEINZ
HERENZ Medizinalbedarf GmbH, Vokietija).

Prie§ nustatant MDM2-p53 saveikos slopikliy nutlino—3, RITA ir
FBXW?7 aktyviklio oridonino poveikj melanomos lasteliy linijoms,
4000 (4-10%) 1gsteliy / ml buvo iSpilstytos j 96 Sulinéliy ploksteles.
Po 24 wval. inkubacijos lastelés buvo iStrauktos i§ COq:
inkubatoriaus ir SK-MEL-26 linijos Igstelés paveiktos skirtingy
koncentracijy slopikliais RITA (1uM ir 0,5 uM) ir nutlinu-3 (12
uM ir 6 uM), jy deriniu RITA (0,5 pM) ir nutlinu—3 (6 pM) bei
skirtingy koncentracijy aktyvikliu oridoninu (2,5 uM, 15 uM, 30
UM, 60 UM ir 120 uM). Paveikus SK-MEL-26 Igsteles slopikliais
(nutlino-3, RITA), jy gyvybingumas buvo vertinamas po 48 ir 72
valandy inkubacijos, paveikus aktyvikliu oridoninu — po 24, 48 ir
72 valandy. FM-94 ir FM-3 linijy lastelés buvo paveiktos
skirtingos koncentracijos slopikliais: nutlinu-3 (30 uM, 20 uM, 16
uM), RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM), aktyvikliu oridoninu (120
uM, 60 puM, 30 uM, 15 puM, 2,5 uM) ir jy deriniais (20 uM
nutlinas—3 + 0,5 uM RITA, 30 uM oridoninas + 0,5 uM RITA, 30
uM oridoninas + 20 uM nutlinas—3, 30 uM oridoninas + 20 uM
nutlinas-3 + 0,5 uM RITA). Paveikus FM-94 ir FM-3 lasteles
slopikliais (nutlinu-3, RITA), aktyvikliu oridoninu bei jy deriniais
gyvybingumas buvo vertinamas po 24, 48 ir 72 valandy. Kadangi
slopikliai ir aktyviklis buvo istirpinti DMSO (angl. dimethyl
sulfoxide), kontroliniam poveikiui pasirinkta 0,1 proc. DMSO.
Pacienty pooperaciné medziaga atrinkta i§ 100 pacienty, kuriems
2013-2018 metais Nacionaliniame vézio institute (NVI) buvo

diagnozuotas, chirurginiu biidu pasalintas ir Vilniaus universiteto
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ligoninés Santaros kliniky filiale Valstybiniame patologijos centre
(VPC) morfologiskai patvirtintas displastinis apgamas arba
melanoma. Audiniy mikrogardeliy (TMA) ruoSimas, histologiné ir
imunohistocheminé (IHC) analizé bei skenuoty vaizdy vizualus
patologo vertinimas buvo atliktas VPC. Visuose méginiuose buvo
vertinama FBXW?7, c-Myc, MDM2 ir p53 baltymy rai$ka balais
nuo 0 iki 3 ir procentais pagal branduoliy nusidazymo
intensyvuma.

Audiniy mikrogardelés buvo sukonstruotos i§ 10 proc. buferinio
formalino tirpale fiksuoty, parafinu impregnuoty audiniy bloky.
Audiniy parafino blokus perzitréjo ir mikrogardeléms atrinko
gydytojas patologas. IS gydytojo patologo zyméty naviko zony
buvo paimti 2 mm diametro méginiai (po 1 kiekvienam pacientui).
Tokiu biidu naudojant audiniy mikrogardeliy ruo$imo aparata
(3DHISTECH, TMA Master, Budapestas, Vengrija) buvo
sukonstruotos 2 TMA (7 paveikslas).
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7. paveikslas. Audiniy mikrogardelés pjuvis
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4.2.2. Lasteliy gyvybingumo nustatymas

Lasteliy gyvybingumas buvo vertinamas po poveikio slopikliais
(nutlinu-3 / RITA) ir aktyvikliu (oridoninu) naudojant MTT dazg (3-[4,5-
di-metiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolas) ir Vybrant® MTT Ilasteliy
proliferacijos analizés jrankj (Molecular Probes, JAV). Priklausomai nuo
NAD(P)H kiekio lasteléje, spalvinis indikatorius — tetrazolio druska MTT
daugelio dehidrogenaziy yra redukuojama iki stipraus chromoforo —
netirpaus  junginio formazano. Formazano Kiekis proporcingas
gyvybingoms lasteléms. Jo koncentracija nustatoma spektrofotometru,
iSmatuojant visy pavyzdziy optinj tankj. Spektrofotometru (Mindray MR-
96A, Kinija) iSmatuojamas optinis tankis, esant 540 nm bangos ilgiui.
Gauti méginiy optiniai tankiai buvo apdoroti naudojantis Microsoft Office
paketo Excel 2016 programa.

4.2.3. Kiekybin¢ PGR

RNR buvo iSskirta i§ lasteliy naudojant rinkinj GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Scientific, Lietuva). Bendras RNR kiekis buvo
nustatytas spektrofotometru (Thermo Scientific Nanodrop 200c, Lietuva),
0 vientisumas — 2 proc. agarozés gelio elektroforeze. KDNR sintezé buvo
atlikta naudojant rinkinj RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific, Lietuva) ir sintezés rinkinj.

kDNR sintezé atlikta automatiniu termocikleriu (Eppendorf
Thermomixer, Vokietija) laikantis gamintojo rekomendacijy. kDNR
sintezei buvo naudojama RNR, gauta SK-MEL-26, FM-94 Iasteles
paveikus kontroliniu tirpalu, slopikliais nutlinu—3 / RITA ir aktyvikliu
oridoninu. Susintetinta KDNR buvo naudojama kaip kiekybinés PGR
reakcijos Sablonas (9 lentelé).

9 lentelé. Pasirinkty geny tiesioginiai ir atvirkStiniai pradmenys, naudoti
kiekybinei PGR reakcijai.

Genas Pradmuo  Nukleotidy seka

tiesioginis  5'-CTGAAGAGCTATTGTAATGACCAG-3'

HPRTL atvirk$tinis 5-CCTGACCAAGGAAAGCAAAG-3'

TBP tiesioginis 5-GTACCGCAGCTGCAAAAT-3
atvirk§tinis 5-CTCATGATTACCGCAGCAAA-3'

053 tiesioginis  5-CTCACTCCAGCCACCTGAA-3'

atvirkstinis  5-AAGTGGAGAATGTCAGTCTGAGTC-3'
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9 lentelés tesinys

Genas Pradmuo  Nukleotidy seka

NUMB tiegiogiﬁig 5-TGCAGTGCCAGAAGTAGAAGG-3
atvirkStinis  5-AGCAGATGAGAAGGGGTCCT-3'

MDM4 tiesioginis 5-TGCATTCTTGCCTAGTTTTCC-3'
atvirkStinis  5'-AGCACAATTAAAAAGTATTAAAAGCA-3'

MDM2 tiegiogipig 5-GACCCTGGTTAGACCAAAGC-3'
atvirk$tinis 5-TGTTGCTTCTCATCATATAATCGTT -3'

NOTCH1 tiesjogipi; 5-GCAGAACAACAGGGAGGAGA-3
atvirkstinis 5-CAGCAGCCTCACGATGTC -3'

NOTCH?2 tiesioginis  5'-GGAGGAGGCGACCGAGAA-3'
atvirkStinis 5'-GCCTTCTGGACATTTGCAGTATC

NOTCH3 ties_iogipig 5-CCTGTGGCCCTCATGGTATC-3'
atvirk$tinis 5-CATGGGTTGGGGTCACAGTC -3'

FBXW7 tie;iogipig 5-ATGTTTCAGAGCTGGAGTGGA-3'
atvirkS§tinis 5-TGCCAACTCTTTAGGGAGCA-3'

LNX1 ties.iogirli§ 5’GGAATTACCACGGTGCTTGTAT-3’
atvirk$tinis  5’-TGTATGCTGGTGTTCCTTCAAC-3’

BBC3 tiesjogipi§ 5'-GGAGACAAGAGGAGCAGCAG-3'
atvirkStinis 5-GCACCTAATTGGGCTCCATC-3'

c-Myc tiesjoginig 5-CAGCGACTCTGAGGAGGAAC-3'
atvirk$tinis 5-GCTGTGAGGAGGTTTGCTGT-3'

JUN tiesioginis 5'-CCAATTTGGAATCTTCTCTTTGA-3'
atvirk$tinis 5-TTTTGGTATTTGAATACATTTATTGTG-3'

CCNEL tiesjogipi§ 5-CTTGGATTTGCTGGACAAAG-3'
atvirkstinis 5-GCTCTGCTTCTTACCGCTCT-3'

CDKNIA tiegiogipig 5'-GCATGACAGATTTCTACCACTCC-3'
atvirk$tinis  5-AAGATGTAGAGCGGGCCTTT-3'

CCNDL tiesioginis 5-TGTGCCACAGATGTGAAGTT-3'
atvirkStinis 5'-CGGGTCACACTTGATCACTC-3'

CDKN2A tiesjogipi§ 5'-CAGACATCCCCGATTGAAAG-3'
atvirk$tinis 5-TTTTCTAAATGAAAACTACGAAAGC-3'

PARPY tiesioginis 5-GGATGGACTTTTCCATGGTG-3'
atvirkStinis 5-TCCCCTTTCTCCACTGAGG-3'

IAG? tiesioginis 5-CAGCTGGACGCCAATGAGT-3'

atvirks$tinis

5'-CCCGGGATGCAATCACAGTA-3'

Amplifikavimo produktas buvo aptiktas naudojant Sybr Green PCR Mix
(2x) (Thermo Scientific, Lietuva) reagentus. Santykinis geny raiSkos
pokytis buvo apskaiciuotas lyginamosios kritinés ribinés vertés metodu
naudojant tikro laiko PGR sistemg (Eppendorf Mastercycler epgradient S,
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JAV). Siekiant normalizuoti tiriamy geny raiSkg buvo amplifikuojami
HPRT1 ir TBP ,,namy apyvokos“ genai.

Tiriamy geny transkripty Kiekiai — geny raiSkos poky¢iai (kartais), kurie
palyginami su lgsteliy, kurios nepaveiktos slopikliais ir aktyvikliu (kontrolé),
transkripty kiekiu, buvo apskai¢iuojami pagal formule (1):

K =p-44Ct
Formuléje laipsninis rodiklis iSreiSkiamas lygybe (2):

44Ct = (Ct genas — Ct HPRT1 arba TBP) po poveikio reagentais — (Ct genas
— Ct HPRT1 arba TBP) kontrole.

Ct (angl. threshold cycle) — reik§mé, nurodanti, kiek amplifikacijos cikly
prireiké tam, kad biity uzfiksuotas tiriamo pavyzdzio signalas.

Slenkstiné riba, nuo kurios stebima, ar geno raiska reik§mingai padidéjo /
sumazgjo, laikoma, kai geny raiskos pokyc¢io (kartais) reiksmé siekia > 2 arba
<2.

4.2.4. Audiniy mikrogardeliy imunohistocheminé (IHC) analizé

TMA blokai, skirti imunohistochemijai, buvo supjaustyti j 2 um storio
méginius ir sumontuoti ant TOMO adhezinio stiklo ploksteliy (Matsunami
Glass, Oska, Japonija). Méginiai buvo deparafinuoti, dehidratuoti. p53 ir
c-Myc antigenams aptikti buvo naudojama DAKO PTLink sistema su
EnVision FLEX Target buferiu (pH 8,0) 95°C temperatiiroje 20 minuciy
(Dako; Agilent Technologies, Inc.), 0 FBXW?7 ir MDM2 antigenams aptikti
buvo naudojama Ventana Benchmark Ultra sistema su lasteliy
kondicionavimo tirpalu (pH 8,5) 100°C temperatiiroje 36 minutes.
(Ventana medicinos sistemos). Véliau méginiai buvo inkubuoti: p53 (kat.
Nr. DO-7; Dako; Agilent Technologies, Inc.; 1:200) ir c—-Myc (kat. Nr.
Y69; Abcam; 1:40) kambario temperatiroje 30 minuciy, naudojant DAKO
EnVision FLEX sistemg. Inkubacija su FBXW?7 (kat. Nr. OT16F5;
Invitrogen; 1:50) ir MDM2 (IF2; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific,
Inc;1:250) buvo atlikta naudojant Ventana Ultraview DAB aptikimo rinkinj
37°C temperatiiroje 32 minutes. Galiausiai sekcijos buvo padengtos
Majerio (Mayer) hematoksilinu kambario temperatiiroje 10 minutes.
Neigiama kontrolé buvo atlikta netaikant pirminio antikiino.
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Skaitmeniniai vaizdai buvo uzfiksuoti naudojant Aperio ScanScope XT
skaidriy skaitytuvg (Leica Aperio Technologies, Vista, CA, JAV),
padidinant objektyvo dydj 20 karty (skiriamoji geba 0,5 um).

Baltymy imuninio dazymo intensyvumas buvo jvertintas balais nuo 0
iki 3 (0 — neigiamas, 1 — silpnas, 2 — vidutinis, 3 — stiprus), branduolinio
nusidazymo intensyvumas isreikStas procentais.

4.2.5. Statistiné duomeny analizé

Melanomos FM-94 ir FM-3 linijy lasteliy gyvybingumui jvertinti
taikytas Stjudento testas, siekiant jvertinti, kiek reikSmingai gauti
rezultatai (lasteliy gyvybingumo rodikliai procentais) skiriasi nuo
kontrolés (DMSO). Veikiant Igsteles atitinkamos koncentracijos slopikliais
(nutlinu—3 / RITA) arba aktyvikliu oridoninu bei jy deriniais buvo atlikta po
tris bandymus ir iSmatuotos méginiy optinio tankio reik§més. IS visy trijy
bandymy reik$miy buvo i$vestas aritmetinis vidurkis. Vidurkio reik§mé buvo
palyginta su kontrolés vidurkio reikSme ir skirtumas isreik$tas procentais.
Taip pat buvo jvertintas standartinis nuokrypis, siekiant jvertinti, kiek daug
gautos reik8més skiriaisi nuo vidutinés reik§més. Duomeny paskirstymas
pagal normalujy désnj vertintas naudojant Kolmogorovo—Smirnovo testa.

SK-MEL-26 linijos lasteliy gyvybingumo reikSmiy po poeveikio
oridoninu vidurkiy palyginimui buvo atlikta vienpusé dispersijos analizé
(ANOVA). Suporuoty reik§miy palyginimui buvo naudotas Holmo-Sidako
(Holm-Sidak) testas.

Tiriamy geny raiskos poky¢iai (kartais) buvo apskai¢iuojami naudojant Ct
formule (aprasyta skyriuje 2.2.3. Kiekybiné PGR).

Slenkstiné riba, nuo kurios stebima, ar geno raiska reikSmingai padidéjo /
sumazgjo, laikoma, kai geny raiskos pokycio (kartais) reikSmé sieké > 2 arba
<2

Baltymy raiskos tyrimy pacienty pooperacinéje medziagoje statistiné
analizé buvo atlikta naudojant STATA 11.2 (StataCorp LP, TX, JAV)
programg. Visy tirtyjy baltymy nusidazymo balai buvo gauti derinant
imuninio dazymo intensyvumg ir branduolinio nusidazymo intensyvuma
procentais. Baltymy imuninio dazymo intensyvumas buvo suskirstytas
balais nuo 0 iki 3 (0 — neigiamas, 1 — silpnas, 2 — vidutinis, 3 — stiprus);
branduolinio nusidazymo intensyvumo procentas buvo suskirstytas j 4
kategorijas: 0-25 proc. — 1, 26-50 proc. — 2, 51-75 proc. — 3 ir 76-100
proc. — 4. Remiantis dazymo balais, baltymy raiska buvo klasifikuojama
kaip Zema (dazymo balai nuo 0 iki 6) ir auksta (dazymo balai huo 7 iki 12).
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Sasajoms tarp lyginamyjy grupiy kokybiniy rodikliy jvertinti naudotas Chi
kvadrato (y?, angl. Chi-square) testas.

Imties dydis buvo apskaiCiuotas naudojant Diuseldorfo universiteto
sukurtg programa http://www.gpower.hhu.de/. Imties dydis buvo skai¢iuotas
taip, kad esant reikSmingumo lygmeniui 0,05, kriterijaus galia bty
pakankama statistiSkai reikSmingiems pokyc¢iams nustatyti. Apskai¢iuota, kad
esant reikSmingumo lygmeniui 0=0,05 (f=0,20), vienos grupés analitiniam
tyrimui imties dydj turi sudaryti 85 méginiai. Siame tyrime naudota 100
méginiy. Lyginant dvi grupes (32 neinvazyvis navikai ir 68 melanomos),

esant 0=0,05 ($=0,20, standartiniam nuokrypiui SN=1), apskaiciuota tyrimo
galia 80 proc. ir efekto dydis 0.593. Kad bty patikrinti atskiry subgrupiy
skirtumai (pagal pT stadijas), esant reikSmingumo lygmeniui 0,05 ($=0,20,
SN=0,5), pakanka po 17 méginiy kiekvienoje grupéje.

Vienaveiksmé ir daugiaveiksmé Cox regresiné analizé atlikta siekiant
jvertinti, kurie i$ tirtyjy baltymy raiskos poky¢iy, klinikiniy — patologiniy
charakteristiky ir jy sgveikos turi reik§me pacienty mirtingumo rizikai.
Buvo vertinamas rizikos santykis (HR —ang. Hazard ratio), koreguotas HR
ir 95 proc. pasikliautiniai intervalai. p reik§mé < 0,05 buvo vertinama kaip
statistiSkai reik§minga. Kai p reikSmé buvo nuo 0,05 iki 0,1 — skirtumai
laikyti tendencingais.

Eksperimentai su Igsteliy linijomis buvo atlikti Gyvybés moksly centre®.

! Darbo autoré dékoja dr. Violetai Jonusienei, dr. Danutei Labeikytei, Viliui Vilginskiui ir Aistei
Petrovaitei. Atliekant statistinius skai¢iavimus, konsultavo Ieva Vincerzevskiené (NVI).
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5. REZULTATAI

5.1. E3 ubikvitino ligazés MDM2 ir navika slopinancio baltymo p53
sgveikos (MDM2-p53) slopikliy nutlino—3 ir RITA, E3 ubikvitino ligazés
FBXW?7 aktyviklio oridonino ir jy deriniy poveikis zmogaus
metastazavusios melanomos lasteléms

Vienas i§ §io disertacinio darbo uzdaviniy buvo nustatyti E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino ir E3 ubikvitino ligazés MDM?2 ir
navikg slopinancio baltymo p53 sgveikos (MDM2-p53) slopikliy
nutlino—3 ir RITA ir jy deriniy (nutlino—3 ir RITA; oridonino ir RITA;
oridonino ir nutlino—3; oridonino, nutlino—3 ir RITA) poveikj zmogaus
metastazavusios melanomos SK—MEL-26, FM-3 ir FM-94 linijy lasteliy
gyvybingumui.

5.1.1. MDM2-p53 saveikos slopikliy nutlino—3 ir RITA, E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino poveikio Zmogaus metastazavusios
melanomos SK—MEL-26 linijos lgsteliy gyvybingumui jvertinimas

Pirminiy tyrimy metu siekta nustatyti jvairiy koncentracijy ir skirtingos
inkubacijos E3 ubikvitino ligazés MDM2 ir navika slopinanc¢io baltymo
p33 sgveikos (MDM2-p53) slopikliy RITA ir nutlino—3 bei E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino poveiki zZmogaus metastazavusios
melanomos SK-MEL-26 linijos lgsteléms.

MDM2-p53 saveikos slopikliy nutlino-3 ir RITA poveikis

SK-MEL-26 linijos lasteliy gyvybingumui.

Rezultatai po 48 val. inkubacijos:

e Mazesnés MDM2-p53 saveikos slopiklio koncentracijos (6 uM)
nutlinas—-3 reikSmingos jtakos SK-MEL-26 linijos Iasteliy
gyvybingumui neturéjo. Sios linijos lasteliy gyvybinguma nezenkliai
slopino 12 uM koncentracijos nutlinas—3 — Iasteliy gyvybingumas
sumazéjo iki 85,51 proc.

e Abiejy MDM2-p53 saveikos slopiklio RITA (1pM ir 0,5 pM)
koncentracijy preparatai neturé¢jo poveikio SK-MEL-26 Igsteléms, jy
gyvybingumas iSliko didelis — apie 90 proc.

e PoMDM2-p53 saveikos slopikliy RITA (0,5 uM) ir nutlino—3 (6 pM)
derinio poveikio SK-MEL-26 lasteliy gyvybingumas sumazgjo
nezenkliai — iki 84,75 proc.
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Kadangi po 48 val. inkubacijos tiriami MDM2-p53 saveikos slopikliai
neturéjo reikSmingo poveikio SK-MEL-26 linijos lgsteliy gyvybingumui,
véliau buvo vertinamas didesnés ekspozicijos (po 72 val. inkubacijos)
poveikis Igsteléms.

Rezultatai po 72 val. inkubacijos:

Po 72 val., kaip ir po 48 val., lasteliy gyvybingumas nepasikeité, po
poveikio MDM2—p53 saveikos slopikliu nutlinu—3 esant jo koncentracijai
12 yM SK-MEL-26 linijos lasteliy gyvybingumas isliko didelis (98,73
proc.), o0 po MDM2—-p53 saveikos slopikliy RITA (0,5 uM) ir nutlino—3 (6
MM) derinio poveikio SK-MEL-26 linijos Igsteliy gyvybingumas
nezenkliai sumazéjo (iki 81,15 proc.).

I§ gauty duomeny matyti, kad MDM2-p53 saveikos slopikliai
nutlinas—3 ir RITA neturéjo statistiskai reikSmingo poveikio SK-MEL-26
linijos Igsteliy gyvybingumui po 48 ir 72 val. inkubacijos.

E3 ubikvitino ligazés FBXW7 aktyviklio oridonino poveikis SK-—
MEL-26 linijos lasteliy gyvybingumui.

Po 24 val. inkubacijos veiksmingiausiai SK—-MEL-26 linijos lasteliy
gyvybinguma veiké 60 uM ir 120 uM koncentracijos oridoninas — lasteliy
gyvybingumas sumazgjo atitinkamai iki 30 proc. ir 24 proc.

Po 48 val. ir 72 val. inkubacijos stebéta ta pati tirty SK-MEL-26 linijos
lasteliy gyvybingumo pokyciy tendencija, t. y. veiksmingiausiai lasteliy
gyvybingumag veiké didesnés (60 pM ir 120 pM) koncentracijos
oridoninas — lasteliy gyvybingumas sumazéjo iki 18 proc. (p<0,001) (8
paveikslas).

100
W 24 val m48val = 72 val

80

60

40

0

Kontrolé 15,0 30,0 0,0 120,0
Oridoninas, uM

8 paveikslas. SK-MEL-26 linijos lasteliy gyvybingumas paveikus jas
oridoninu (2,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM ir 120 uM) po 24, 48 ir 72 val.
inkubacijos.

Lasteliy gyvybingumas, proc.
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Gauti duomenys rodo, kad FBXW?7 aktyviklis oridoninas veiksmingai
slopino SK-MEL-26 lasteliy gyvybinguma priklausomai nuo poveikio
laiko ir dozés: efektyviausiai veiké 60 UM koncentracijos oridoninas po 48
val. inkubacijos.

Siekiant tiksliau jvertinti MDM2-p53 sgveikos slopikliy nutlino—3 ir
RITA bei E3 ubikvitino ligazés FBXW7 aktyviklio oridonino poveikj
melanomos lasteliy gyvybingumui, buvo tgsiami tyrimai su skirtingomis
lasteliy linijomis veikiant lasteles didesnémis MDM2-p53 saveikos
slopikliy ir FBXW?7 aktyviklio bei jy deriniy koncentracijomis.

5.1.2. MDM2—p53 saveikos slopikliy nutlino—3 ir RITA, E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino ir jy deriniy poveikio FM-3 ir FM—
94 linijy lasteliy gyvybingumui jvertinimas
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9 paveikslas. FM-94 ir FM-3 lasteliy gyvybingumas paveikus jas
nutlinu-3 (30 uM, 20 uM, 16 uM), RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM),
oridoninu (120 uM, 60 uM, 30 puM), slopikliy ir aktyviklio deriniais:
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM); oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM);
oridonino (30 uM) ir nutlino—3 (20 uM); oridonino (30 uM), nutlino—3 (20
uM) ir RITA (0,5 uM) (po 24 val. inkubacijos). Paryskinti stulpeliai rodo
statistiSkai reikSminga lasteliy gyvybingumo sumazéjima.

Po 24 val. inkubacijos (9 paveikslas):
e Paveikus FM-94 ir FM-3 linijy lgsteles MDM2-—p53 saveikos
slopikliu nutlinu-3 (30 uM, 20 uM, 16 uM) abiejy linijy lgstelés
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1)

2)
3)

4)

5)

jam buvo atsparios. FM—-94 1asteliy gyvybingumas (pagal nurodyty
koncentracijy tvarkg) buvo atitinkamai 97,65 proc., 112,99 proc.,
104,11 proc., o FM-3 - 96,10 proc., 97,97 proc., 98,21 proc.

e Paveikus minéty linijy Igsteles MDM2—p53 saveikos slopikliu
RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM) abiejy linijy lasteliy gyvybingumas
i§liko  didelis. FM-94 gyvybingumas (pagal nurodyty
koncentracijy tvarka) buvo 93,62 proc., 103,30 proc., 89,58 proc,
0 FM-3 — 83,44 proc., 91,53 proc, 76,41 proc.

e Po poveikio E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyvikliu oridoninu
(120 pM, 60 pM, 30 pM) abiejy linijy lasteliy gyvybingumas
zenkliai sumaZzéjo. Pabréztina, kad FM-3 linijos Iastelés
pasizyméjo didesniu jautrumu oridonino poveikiui. FM-94
gyvybingumas (pagal nurodyty koncentracijy tvarka) buvo 50,24
proc., 52,46 proc. ir 70,82 proc., 0 FM-3 lgsteliy — 11,95 proc.,
12,30 proc. ir 16,34 proc.

e MDM2-p53 saveikos slopikliy nutlino-3 (20 uM) ir RITA (0,5
uM) derinys reik§mingo poveikio abiejy linijy lasteléms neturéjo.
FM-94 linijos lasteliy gyvybingumas buvo 92 proc., o FM-3 —
77,7 proc.

e Paveikus FM-94 ir FM-3 linijy lasteles oridonino (30 uM) ir RITA
(0,5 uM), oridonino (30 uM) ir nutlino—3 (20 uM), oridonino (30
uM), nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM) deriniais, FM-94 linijos
lasteliy gyvybingumas buvo atitinkamai 66,98 proc., 66,98 proc.,
78,69 proc. FM-3 linijos lasteliy gyvybingumas buvo zenkliai
mazesnis — 19,68 proc., 15,29 proc., 13,18 proc.

Gauti duomenys leidzia teigti:
Visy tirty MDM2—p53 saveikos slopiklio koncentracijy nutlinas—3
neturéjo reikSmingos jtakos FM-94 ir FM-3 linijy lasteliy
gyvybingumui.
FM-94 ir FM-3 linijy lastelés buvo atsparios MDM2—p53 sgveikos
slopiklio RITA poveikiui.
FM-3 linijos lastelés yra jautresnés MDM2—p53 saveikos slopikliams
nutlino—3 ir RITA bei FBXW?7 aktyviklio oridonino poveikiui.
Po 24 valandy inkubacijos FM-3 linijos lasteliy gyvybinguma
labiausiai sumazino visy koncentracijy (120 pM, 60 puM ir 30 uM)
oridoninas
Oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM), oridonino (30 uM) ir nutlino—3
(20 uM), oridonino (30 uM), nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM)
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6)

10

Lasteliy gyvybingumas, proc.

deriniai zenkliai sumazino FM-3 linijos Igsteliy gyvybinguma, taciau
nutlino-3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM) derinys reik§Smingo poveikio
FM-3 linijos lasteliy gyvybingumui neturé¢jo.

FM-94 linijjos Igsteliy gyvybinguma labiausiai (iki 50 proc.) sumazino
120 puM ir 60 pM koncentracijy oridoninas. Oridonino (30 pM) ir
RITA (0,5 uM), oridonino (30 uM) ir nutlino—3 (20 uM) deriniai
veiksmingiau slopino FM-94 lasteliy gyvybingumg lyginant su
pavieniu slopikliy nutlino—3 ir RITA poveikiu.
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paveikslas. FM-94 ir FM-3 lasteliy gyvybingumas paveikus jas

nutlinu-3 (30 uM, 20 uM, 16 uM), RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM),
oridoninu (120 puM, 60 puM, 30 puM), slopikliy ir aktyviklio deriniais:
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM); oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM);
oridonino (30 uM) ir nutlino—3 (20 uM); oridonino (30 uM), nutlino—3 (20
uM) ir RITA (0,5 uM) (po 48 val. inkubacijos). Paryskinti stulpeliai rodo
statistiSkai reikSminga lasteliy gyvybingumo sumazéjima.

Po 48 val. inkubacijos (10 paveikslas):
Paveikus FM-94 ir FM-3 linijy lasteles MDM2-p53 saveikos
slopikliu nutlinu-3 (30 uM, 20 uM, 16 uM) po 48 val., kaip ir po 24
val. inkubacijos, abiejy linijy Igstelés buvo pakankamai atsparios ir
lasteliy gyvybingumas iSliko didelis. FM-94 linijos Iagsteliy
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2)
3)

4)

gyvybingumas (pagal nurodyty koncentracijy tvarka) atitinkamai
buvo 75,71 proc., 89,86 proc., 92,91 proc., 0 FM-3 — 84,21 proc.,
95,06 proc., 83,83 proc.

Dél MDM2-p53 sgveikos slopiklio RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM)
poveikio po 48 wval.,, kaip ir po 24 val., abiejy linijy Iasteliy
gyvybingumas nezenkliai sumazéjo: pagal nurodyty koncentracijy
eiliSkumg buvo atitinkamai 50,47 proc., 48,81 proc. ir 68,78 proc.,
FM-3 — 57,81 proc., 94,30 proc. ir 94,22 proc. Atkreiptinas démeésys,
kad FM—94 linijos lasteliy gyvybingumas sumazéjo labiau.

FBXW?7 aktyviklio oridonino (120 uM, 60 uM ir 30 uM) visy
koncentracijy poveikis abiejy linijy lasteliy gyvybingumui buvo
efektyvesnis nei po 24 val. FM-3 linijos lastelés pasizyméjo didesniu
jautrumu oridonino poveikiui lyginant su FM-94 linijos lgstelémis.
FM-3 linijos lasteliy gyvybingumas (atitinkamai pagal nurodytas
koncentracijas) buvo 9,93 proc., 11,22 proc., 6,37 proc., 0 FM-94
linijos lasteliy gyvybingumas — 50,24 proc., 52, 46 proc. ir 70,82 proc.
MDM2-p53 sagveikos slopikliy nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 pM)
derinys abiejy linijy lasteliy gyvybinguma paveiké nezenkliai, taciau
lasteliy gyvybingumas sumazéjo labiau nei po 24 val. inkubacijos.
FM-94 linijos lasteliy gyvybingumas buvo 63,23 proc., 0 FM-3 —
63,04 proc.

Paveikus minétas lgsteles oridonino (30 pM) ir RITA (0,5 uM),
oridonino (30 puM) ir nutlino-3 (20 puM) bei oridonino (30 pM),
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM) deriniais, lasteliy gyvybingumas
sumazéjo labiau lyginant su rezultatais po 24 val. inkubacijos. FM-3
linijos lasteliy gyvybingumas atitinkamai buvo 13,08 proc., 10,12
proc. ir 10,24 proc., 0 FM-94 — 34,11 proc., 28, 01 proc. ir 27,18 proc.

Gauti duomenys leidzia teigti:
Po 48 wvalandy inkubacijos abiejy linijy lgsteliy gyvybingumas
sumazéjo labiau nei po 24 val. inkubacijos.
FM-3 linijjos Igsteliy gyvybingumas buvo labiau slopinamas lyginant
su 24 val. inkubacija.
Veiksmingiausiai FM-3 linijos lasteliy gyvybinguma sumazino 60
uM ir 120 uM koncentracijy FBXW?7 aktyviklis oridoninas.
Veiksmingiau FM-3 ir FM—94 linijy lasteliy gyvybinguma veiké
oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM), oridonino (30 uM) ir nutlino—3
(20 uM), oridonino (30 uM), nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM)
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deriniai lyginant su nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM) derinio

poveikiu.
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11 paveikslas. FM—94 ir FM-3 linijy lasteliy gyvybingumas paveikus jas
nutlinu-3 (30 uM, 20 uM, 16 uM), RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM),
oridoninu (120 puM, 60 puM, 30 puM), slopikliy ir aktyviklio deriniais:
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM); oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM);
oridonino (30 uM) ir nutlino—3 (20 uM); oridonino (30 uM), nutlino—3 (20
uM) ir RITA (0,5 uM) (po 72 val. inkubacijos). Paryskinti stulpeliai rodo
statistiSkai reikSminga lasteliy gyvybingumo sumazéjima.

Po 72 val. inkubacijos (11 paveikslas):

e Po 72 val. inkubacijos MDM2—p53 saveikos slopiklis nutlinas—3 (30
uM, 20 puM ir 16 pM) labiau sumazino FM-94 linijos lasteliy
gyvybinguma nei po 24 ir 48 val. inkubacijos. FM—-3 linijos lgsteliy
gyvybingumui slopiklis nutlinas—3 po 72 val. inkubacijos didelio
poveikio neturéjo, kaip ir po 24 ir 48 val. inkubacijos, taciau esant 30
uM nutlino—3 koncentracijai, pasireiSké prieSingas efektas — FM-3
linijos Igsteliy gyvybingumas padidéjo ir siekeé 129,47 proc.
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Dél MDM2—p53 sagveikos slopiklio RITA (1,6 uM, 1 uM, 0,5 uM)
poveikio FM—94 linijos lasteliy gyvybingumas (atitinkamai pagal
RITA koncentracijas) sumazéjo — 17,94 proc., 17,25 proc. ir 34,82
proc. Lyginant su 48 val. inkubacijos rezultatais FM—94 linijos Igsteliy
gyvybingumas sumazéjo daugiau nei per puse. FM—3 linijos lasteliy
gyvybingumui, kaip ir paveikus slopikliu nutlinu-3 (30 pM),
pasireiské prieSingas poveikis — paveikus 1 uM koncentracijos RITA
slopikliu lasteliy gyvybingumas padidé¢jo ir buvo 123,94 proc.
Labiausiai FM-3 linijos Iasteliy gyvybinguma slopino 0,5 uM
koncentracijos RITA — Iasteliy gyvybingumas sieké iki 61,57 proc.
Visy koncentracijy (120 uM, 60 uM ir 30 uM) FBXW?7 aktyviklio
oridonino poveikis abiejy linijy lasteliy gyvybingumui buvo
didziausias ir efektyvesnis nei po 24 val. ir 48 val. inkubacijos. Tyrimo
metu pastebéta, kad aktyviklio oridonino (120 uM, 60 uM ir 30 uM)
poveikiui buvo jautresnés FM-94 linijos lastelés, o 30 uM
koncentracijos oridoninas veiksmingiausiai sumazino FM—-94 linijos
lasteliy gyvybinguma (iki 7,21 proc.). FM-3 linijos lasteliy
gyvybingumas buvo didesnis lyginant su 24 val. ir 48 val. inkubacija
ir sieké (atitinkamai pagal oridonino koncentracijas) 16,38 proc., 19,47
proc. ir 17,76 proc.

Paveikus FM—94 linijos lasteles nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM),
oridonino (30 pM) ir RITA (0,5 pM) bei oridonino (30 pM),
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM) deriniais, lasteliy gyvybingumas
sumazéjo labiau negu po 24 val. ir 48 val. inkubacijos. Lasteliy
gyvybingumas (atitinkamai pagal minéty deriniy koncentracijas) buvo
34,05 proc., 16,56 proc., 17,94 proc. Oridonino (30 pM) ir nutlino—3
(20 uM) derinys FM—94 linijos lasteliy gyvybingumo nesumazino, jis
iSliko toks pat kaip ir po 24 val. inkubacijos — 66,72 proc. Dél
oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM), oridonino (30 pM), nutlino—3
(20 uM) bei oridonino (30 uM), nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM)
deriniy poveikio FM-3 lasteliy gyvybingumas padidéjo lyginant su 48
val. inkubacija ir sieké (atitinkamai pagal minéty deriniy
koncentracijas) 21,05 proc., 18,11 proc. ir 14,34 proc. Pazymétina, kad
paveikus FM-3 linijos lasteles MDM2-p53 sgveikos slopikliy
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM) deriniu, lasteliy gyvybingumas
padidéjo (122,56 proc.), kaip ir paveikus minétas lgsteles atskirai 30
pM nutlino-3 ir 1 uM RITA koncentracijomis.
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Gauti duomenys leidzia teigti:

1) Po 72 val. inkubacijos FM-94 linijos lasteliy gyvybingumas
sumazéjo, o FM-3 linijos, skirtingai nei po 24 val. ir 48 val.
inkubacijos, padidéjo.

2) FM-94 linijos lgsteliy gyvybinguma labiausiai sumazino 30 uM ir 60
uM koncentracijy aktyviklis oridoninas.

3) Nutlino-3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM), oridonino (30 uM) ir RITA (0,5
uM) bei oridonino (30 puM), nutlino-3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM)
deriniy poveikis FM-94 Iasteléms buvo didesnis lyginant su jy
poveikiu po 24 val. ir 48 val. inkubacijos.

4) MDM2-p53 saveikos slopiklio RITA 1,6 uM ir 1 uM koncentracijos
veiksmingai slopino tik FM—94 linijos lasteliy gyvybinguma.

Taigi apibendrinant gautus FM—94 ir FM-3 linijy lasteliy gyvybingumo
duomenis po 24, 48 ir 72 val. inkubacijos, nustatyta, kad efektyviausiai
abiejy linijy (FM-94 ir FM-3) lasteliy gyvybinguma veiké E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7 aktyviklis oridoninas; FM-3 linijos Iasteliy gyvybinguma
veiksmingiausiai slopino 120 puM (po 24, 48 ir 72 val.) oridonino
koncentracijos, 0 FM—94 linijos Igsteles veiksmingiausiai veiké 30 uM
oridonino koncentracija po 72 val. inkubacijos. FM-94 linijos lasteliy
gyvybinguma po 72 val. inkubacijos taip pat gerai slopino MDM2—p53
sgveikos slopikliy nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM), oridonino (30 uM)
ir RITA (0,5 pM) bei oridonino (30 uM), nutlino—3 (20 pM) ir RITA (0,5
uM) deriniy poveikis.

5.1.3. Geny raiSkos poky¢iy analizé

Dar vienas uzdavinys, atliekant tyrimus su zmogaus metastazavusios
melanomos FM-94 ir SK-MEL-26 linijy Iastelémis, buvo nustatyti MDM2—
p53 sgveikos slopikliy nutlino—3 ir RITA bei E3 ubikvitino ligazés FBXW7
aktyviklio oridonino poveikj geny raiSkai zmogaus metastazavusios
melanomos lastelése. Siekiant iSsiaiskinti, kokie genai yra aktyvis arba
iSaktyvinti, paveikus FM-94 ir SK-MEL-26 linijy lgsteles MDM2-p53
saveikos slopikliais nutlinu—3 (30 uM), RITA (1,6 uM) arba E3 ubikvitino
ligazés FBXW?7 aktyvikliu oridoninu (7,5 uM), buvo atlikta pasirinkty geny
raiSkos pokyciy analizé. Buvo tiriama SK—MEL-26 linijos Iasteliy NUMB,
FBW7, MDM2, MDM4, NOTCH, CDKN2A, CDKN1A (p21), BBC3 (Puma),
p53, ¢-MYC, Jun, Parp, CCNE1, CCND1 geny raiSka, paveikus juos
slopikliais (nutlinu-3 ir RITA), p53, BBC3, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3,
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JAG, MDM4, LNX1, JUN, FBXW7, NEDD4 geny raiska, paveikus juos
aktyvikliu (oridoninu), ir FM-94 linijos lasteliy NUMB, MDM2, NOTCH1,
FBW?7, p53, CCNEL, BBC3 ir c-MYC geny raiska, paveikus juos slopikliais
(nutlino-3 ir RITA) ir aktyvikliu (oridoninu). Pasirinkty tiriamyjy geny raiska
buvo lyginama su HPRTL ir TBP ,,namy apyvokos* (angl. house keeping
genes) geny raiska. Tiriamieji genai (NUMB, FBW7, MDM2, MDM4,
NOTCHL1) vienokiu ar kitokiu bidu dalyvauja navika slopinanéio baltymo p53
ir E3 ubikvitino ligazés baltymo MDM2 reguliacijoje ar yra §iy baltymy
veikiami. Like tiriamieji genai veikia lastelés ciklg, proliferacija ir ztties kelig
(p53, c-MYC, CDKN2A, CDKNI1A, (p21), BBC3 (Puma), Jun, Parp, CCNEL1,
CCND1). Slenkstiné riba, nuo kurios buvo stebima, ar geno raiska statistiskai
reikSmingai padidéjo arba sumazéjo, buvo, kai geny raiskos pokycio (kartais)
reikSme sieké > 2 arba < 2.

FM-94 linijos 1asteliy geny raiskos analizé po poveikio MDM2-p53
sgveikos slopikliais nutlinu-3 (30 pM) ir RITA (1,6 M) bei E3
ubikvitino ligazés FBXW7 aktyvikliu oridoninu (7,5 pM). Paveikus
FM-94 linijos lgsteles MDM2—p53 saveikos slopikliu nutlinu—3 (30 uM),
labiausiai padidéjo MDM2 geno raiska — beveik 8 kartus lyginant su
HPRT1, 6 kartus lyginant su TBP (12 paveikslas). Pakankamai didelé buvo

B Geno raiska lyginant su HPRT1 B

M Geno raiska lyginant su TBP

= N Wb 01O N
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NUMB MDM2 NOTCH1 FBW7 p53 CCNE1 BBC3 c-MYC
Skirtingi genai

12 paveikslas. FM—-94 linijos lasteliy geny raiskos pokyciai, lyginant su
,,namy apyvokos* genais HPRTL1 ir TBP, paveikus MDM2—p53 sagveikos
slopikliu nutlinu-3. Raudonos linijos zZymi slenksting riba, nuo kurios
stebimi statistiSkai reik§mingi geno raiskos pokyciai.
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ir BBC3 geno raiska, kuri padidé¢jo beveik 6 kartus, lyginant su HPRT1
geno raiSka, ir beveik 5 kartus lyginant su TBP geno raiska. p53 raiska,
lyginant su abiejy ,,namy apyvokos* geny raiska, padidéjo beveik 2 kartus.
CCNEL1 ir c-MYC geny raiska sumazéjo beveik 2 kartus.

Analizuojant FM—94 linijos lasteliy geny raiskos poky¢ius, paveikus
MDM2-p53 sagveikos slopikliu RITA (1,6 uM), nustatyta, kad reikSmingai
sumazéjo C—-MYC geno raiska — 7 kartus lyginant su HPRT1 geno raiska ir
beveik 10 karty lyginant su TBP geno raiSka. Taip pat statistiSkai
reik§mingai sumazéjo FBW7 geno raiska — beveik 6 ir 7 kartus lyginant
atitinkamai su ,namy apyvokos“ genais. StatistiSkai nereikSmingai
sumazéjo MDM2, NUMB ir NOTCH1 geny raiska, o padidéjo p53 raiska
(13 paveikslas).
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13 paveikslas. FM—-94 linijos lasteliy geny raiSkos poky¢iai lyginant su
,,namy apyvokos* genais HPRTL1 ir TBP, paveikus MDM2-p53 sgveikos
slopikliu RITA. Raudonos linijos Zymi slenkstine ribg, nuo kurios stebimi
statistiSkai reikSmingi geno raiSkos pokyciai.

Paveikus FM-94 linijos lasteles E3 ubikvitino ligazés FBXW7
aktyvikliu oridoninu (7,5 uM), lyginant su TBP geno raiska, statistiskai
reikS§mingai padidéjo CCNEL geno raiska — 2,5 karto; BBC3 — 2 kartus, o
¢—MYC geno raiska lyginant su HPRT1 geno raiSka sumazéjo 2,5 karto.
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NOTCHL1 ir FBW7 geno raiska lyginant su HPRT1 geno raiSka neZenkliai
sumazgéjo (14 paveikslas).
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14 paveikslas. FM-94 linijos lasteliy geny raiskos pokyciai lyginant su
,hamy apyvokos® genais HPRT1 ir TBP, paveikus E3 ubikvitino ligazés
FBXW?7 aktyvikliu oridoninu. Raudonos linijos Zymi slenksting ribg, nuo
kurios stebimi statistiSkai reik§mingi geno raiskos poky¢iai.

Taigi E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyviklis oridoninas veiksmingai
slopina FM-94 linijos lasteliy gyvybinguma aktyvindamas proapoptotinj
BBC3 geng ir slopindamas Igstelés ciklo aktyviklj c—MYC.

SK-MEL-26 linijos lgsteliy genu raiSkos analizé po poveikio
MDM2-p53 saveikos slopikliais RITA ir nutlinu-3. Paveikus
SK-MEL-26 linijos lasteles MDM2-p53 sgveikos slopikliu RITA,
daugumos tirty geny raiSkos pokycCiy nenustatyta. Konstatuoti tik nedideli
NUMB, FBW7, CDKN1A, p53, c-MYC, CCND1 ir Parp geny raiskos
poky¢iy svyravimai, kurie gali biiti siejami su silpnu slopiklio RITA poveikiu
lasteliy gyvybingumui. StatistiSkai reik§Smingai sumazéjo tik Jun geno raiska
— beveik 9 kartus lyginant su TBP geno raiska ir beveik 8 kartus lyginant su
HPRT1 geno raiska. Panasiis rezultatai gauti veikiant SK-MEL-26 linijos
lasteles MDM2—p53 sgveikos slopikliu nutlinu-3.

Taigi SK-MEL-26 linijos lasteliy geny raiskos poky¢iai parodé, kad
pavienis MDM2-p53 saveikos slopikliy RITA ir nutlino—3 poveikis silpnai
veikia tiriamy geny raiska, i$skyrus Jun geno raiska.
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SK—-MEL-26linijos lgsteliy genu rai§kos analizé po poveikio E3
ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino. Paveikus SK-MEL-26
linijos lasteles E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyvikliu oridoninu
statistiSkai reikSmingai padidéjo NOTCH1 geno raiska — 3 Kartus,
NOTCH2 — 5 kartus, NOTCH3 — 8,5 karto ir LNX1 — beveik 4 kartus,
FBXW?7 — 2 Kkartus, o JAG geno raiska 3 kartus sumazg¢jo lyginant su
,,namy apyvokos‘ geny raiska (15 paveikslas).
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p53  BBC3 NOTCHI1 NOTCH2 NOTCH3 JAG ~MDM4 LNX1  JUN  FBW?
Skirtingi genai
15 paveikslas SK-MEL-26 linijos lasteliy geny raiSkos pokytis, lyginant
su ,,namy apyvokos“ genais TBP ir HPRT1, paveikus FBXW?7 aktyvikliu
oridoninu. Raudonos linijos zymi slenksting riba, nuo kurios stebimi
statistiskai reikSmingi geno raiSkos pokyciai.

Taigi E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyviklis oridoninas veiksmingai
slopino SK-MEL-26 linijos lasteliy gyvybingumg, aktyvindamas E3
ubikvitino ligazes ir Notch signalinj kelia.

5.2. E3 ubikvitino ligaziy FBXW7 ir MDM2 bei jy substraty p53 ir c-Myc
baltymy raiskos tyrimai displastiniy apgamy ir melanomos pacienty
pooperacinéje medziagoje

Tiriant pacienty méginius vienas i§ $io darbo uzdaviniy buvo nustatyti
E3 ubikvitino ligaziy FBXW7 ir MDM2 bei jy substraty p53 ir c-Myc
baltymy raiska displastiniy apgamy ir melanomos pacienty méginiuose ir
palyginti su melanomos klinikinémis ir patologinémis charakteristikomis.
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5.2.1. FBXW?7 baltymo raiskos tyrimo analizé

FBXW?7 baltymo auksta raiSka buvo nustatyta 53 proc. méginiy, o
zema — 47 proc. atvejy. Statistiskai reikSmingai Zemesné FBXW?7 raiska
buvo nustatyta esant pT3 ir pT4 stadijos melanomai lyginant su
displastiniais apgamais, melanoma in situ ir pT1 stadijos melanomos
atvejais (p<0,001). Displastiniy apgamy atveju FBXW?7 auksta raiska
nustatyta 15 i§ 16 méginiy, melanomos in situ — 73,3 proc. atvejy, pT1 —
88,2 proc. (16 paveikslas). Esant pT2 melanomos stadijai FBXW?7 auksta
raiS$ka nustatyta 35,3 proc. atvejy, o Il ir IV stadijos melanomos atvejais

o
Yo s T _{ ¢ < _L, ‘%;. i RSt - ane?
t ' | T { TaTas . sas amaetad

7zema ™ auksta

100
=, 1
80
70
60
50
40
30
20

10
0

Raiska, (proc.)

DN NI pT1/pT2 pT3/pT4
16 pav. FBWX7 baltymo raiska odos melanomos atveju. Neigiama

FBXW?7 raiska dazant imunohistocheminiu biidu pT4 melanomos atveju
(A) ir auksta FBXW7 raiSka esant pT1 melanomai (B). C — Zema FBXW?7
raiSka sietina su melanomos progresavimu. DN — displastinis apgamas

(dysplastic nevus), NI — neinvazyvi melanoma (melanoma in situ).
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Nustatyta statistiSkai reik§minga sgsaja tarp baltymo FBXW?7 raiskos ir
morfologinio naviko tipo (p<0,001); displastiniy apgamy atvejais auksta
FBXW?7 raiska nustatyta 93,7 proc. atvejy, lentigo maligna — 77,8 proc.,
esant pavirSiumi plintan¢iai melanomai — 54,2 proc. atvejy, o esant
mazginés melanomos tipui — 81,5 proc. atvejy buvo nustatyta Zema
FBXW?7 raiska. Taip pat nustatyta statistiSkai reikSminga sgsaja tarp
FBXW?7 raiskos lygio ir naviko gylio (p<0,001) — melanomos gyliui
nevir§ijus 1 mm 76,9 proc. atvejy buvo nustatyta auksta FBXW?7 baltymo
raiSka, o esant melanomos invazijai daugiau nei 1 mm, 90,5 proc. atvejy
nustatyta zema FBXW?7 raiska. Gautieji rezultatai parodé, kad néra
statistiSkai reikSmingos sasajos tarp FBXW?7 raiskos ir pacienty lyties,
amziaus ir naviko lokalizacijos (10 lentelé).

10 lentelé. Sasajos tarp FBXW7 baltymo raiskos ir klinikiniy—patologiniy
charakteristiky.

o L. FBXW?7 raiska
Klinikinés—patologinés N aukita sema p
charakteristikos n (proc) n (proc) reik§meé
Visi atvejai 100 53 (53,0) 47 (47,0) -
. Vyrai 39  23(54,8) 16 (45,2)
Lyt 0,34
yus Moterys 61 30 (49,2) 31(50,8)
.. <58 44  25(56,8) 19 (43,2)
A
mzus >58 56 28 (50,0) 28 (50,00 OV
__ ~ Displastinis apgamas 16 15 (93,7) 1 (6,25)
S < Tis 16 14 (73,7) 2 (12,5)
S % T117  15(88,2) 2 (11,8) 0.001
= 9 T2 17  6(35,3) 11 (64,7) ’
g =z T3 17 1(5,9) 16 (94,1)
= T4 17  2(118) 15 (88,2)
38 . 0,1-1,0mm 26  20(76,9) 6 (23,1)
g —% 1,1 mm + 42 4 (9,5) 38(90,5) 0,001
£ Neinvazyvi 32 29 (90,.6) 3094
é Pavir$iumi plintanti 48 26 (54,2) 22 (45,8)
2 4 Lentigo maligna 9 7(77,.8) 2(22,2) 0.001
£ = Mazginé 27 5 (18,.5) 22815
s Displastinis apgamas 16 15 (93,7) 1(6,5)
g . Saulés nepaveiktoje 13 5 (38,5) 8 (61,5)
E 3 Saulés paveiktoje 77 42 (54,5) 35 (45,5) 0,50
9 Nezinoma 10 6 (60,0) 4 (4,0)

74



5.2.2.  p53 baltymo raiskos tyrimo analizé

Vertinant p53 baltymo raiskos reik§me melanomos progresavimui pagal
stadijas statistiSkai reikSmingy rezultaty negauta. Displastiniy apgamy ir
melanomos in situ atvejais beveik vienodai buvo nustatyta tieck auksta, tiek
Zzema p53 raiska. Lyginant p53 baltymo raiska displastiniy apgamy ir
melanomos in situ atvejais, pT1 / pT2 ir pT3 / pT4 melanomos atvejais
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17 paveikslas. p53 baltymo raiska odos melanomos atveju. Zema p53
raiSka dazant imunohistocheminiu biidu melanomos in situ atveju (A) ir
auksta p53 raiska pT4 melanomos atveju (B). C — p53 raiskos poky¢iai
displastiniy apgamy (DN), neinvazyvios (NI), pT1 / pT2 ir pT3 / pT4
melanomos atvejais.

Nepaisant to, kad melanomos atvejais (nuo pT1 iki pT4) buvo nustatyta
auksta p53 raiSka (70-80 proc.), gauti duomenys néra statistiSkai
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reikSmingi (p=0,08). Nenustatyta sgsajos tarp p53 raiSkos ir pacienty
lyties, amziaus ir naviko lokalizacijos.

Tyrimo metu nustatyta, kad p53 baltymo raiSka turi sasaja su
melanomos invazijos gyliu — melanomos gyliui nevirsijus 1,0 mm ir esant
gilesnei nei 1,1 mm p53 baltymo raiska buvo atitinkamai auksta — 76,9
proc. ir 76,2 proc. atvejy, lyginant su neinvazyviy naviky atvejais
(displastiniai apgamai ir melanoma in situ) — 46.9 proc. (p=0,01).
Konstatuota statistiSkai reikSminga sasaja tarp p53 raiSkos lygio ir
morfologinio naviko tipo — 85,2 proc. mazginés melanomos atvejy
nustatyta auksta p53 raiSka, diagnozavus pavirSiumi plintancig melanoma
p53 auksta raiska nustatyta 68,8 proc. atvejy, o lentigo maligna atveju
auksta p53 raiska buvo 33,3 proc. atvejy (p=0,01) (11 lentelé).

11 lentelé. Sasajos tarp p53 baltymo raiskos ir klinikiniy—patologiniy
charakteristiky.

p53 raiska

Klinikinés —patologinés » - p
.. n auksta Zema v
charakteristikos reik§mé
n(proc.) n(proc.)
Visi atvejai 100 67 (67,00 33(33,0) -
. Vyrai 39 23(59,00 16 (41,0
Lytis Moterys 61 44(721) 17(27.9) %7
.. <58 44 31(705) 13(29,5)
Amzius >58 56 36(643) 20(357) T
Displastinis apgamas 16 8 (50,0) 8 (50,0)
Tis 16  7(43,7) 9 (56,3)
T1 17 14(823) 3(177) e

T2 17 12(706) 5(29,4)
T3 17 12(70,6) 5(29,4)
T4 17 14(823) 3(17,7)

Stadija pagal
naviko gylj (T)

S 0,1-1,0mm 26 20(76,9) 6(23,1)
g —% 1,1mm+ 42 32(762) 10(23,8) 0,01
= Neinvazyvi 32 15(46,9) 17 (53,1)
2 Pavir$iumi plintanti 48 33 (68,8) 15 (31,2)
2 @ Lentigo maligna Mazgin¢ 9 3(33,3) 6 (66,7)
E = Displastinis apgamas 27 23 (85,2) 4 (14,8) 0.01
S 16 8(50,0)  8(50,0)
L Saulés nepaveiktoje 13 11 (84,6) 2 (154)
g3 Saulés paveiktoje 77  49(63,6) 28(36,4) 0,33
SN Nezinoma 10  7(700)  3(30,0)
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5.2.3. ¢c—Myec baltymo raiskos tyrimo analizé

Baltymy raiskos tyrimy rezultatai parodé, kad c—Myc auksta raiska buvo
nustatyta 36 proc., o Zema — 64 proc. atvejy. Analizuojant c—Myc baltymo
raiSkos reikSme¢ melanomos progresavimui statistiSkai reikSmingy
rezultaty nebuvo gauta (18 paveikslas).
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18 paveikslas. c-Myc baltymo raigka odos melanomos atveju. Zema c—
Myc raiSka imunohistocheminio dazymo metastazavusios melanomos
atveju (A), auksta c—Myc raiska imunohistocheminio dazymo atveju esant
pT1 stadijos melanomai (B). C — c—Myec raiskos lygis displastiniy apgamy
(DN), neinvazyvios (NI), pT1/pT2ir pT3/ pT4 melanomos atvejais.
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Nenustatyta sgsajos tarp c—Myc baltymo raiSkos ir klinikiniy—
patologiniy charakteristiky (lyties, amziaus, naviko morfologinio tipo,
invazijos gylio ir lokalizacijos) (12 lentelé).

12 lentelé. Sgsajos tarp c—Myc baltymo raisSkos ir klinikiniy—patologiniy
charakteristiky.

C—Myc raiska

Klinikinés—patologinés - - p
.. n auksta zema v
charakteristikos reik§mé
n(proc.) n(proc.)
Visi atvejai 100 36 (36,0) 64 (64,0) -
. Vyrai 39 17 (43,6) 22 (56,4)
Lytis Moterys 61  19(311) 42(689) Ot
v <58 44 14 (31,8) 30 (68,2)
AmZius 558 56 22(393) 34(607) O
Displastinis apgamas 16 8 (50,0) 8 (50,0)
Tis 16 6 (37,5) 10 (62,5)
T1 17 7(41,2) 10 (58,8) 0.77

T2 17 5(294) 12(70,6)
T3 17  5(294) 12(70,6)
T4 17 5(294) 12(70,6)

Stadija pagal
naviko gylj (T)

8 . 01-1,0mm 26  10(385) 16 (61,5)
N3 1Limm+ 42  12(286) 30(71,4) 0,39
E 2 Neinvazyvi 32 14 (43,7) 18 (56,3)
2 Pavir§iumi plintanti 48 17 (35,4) 31 (64,6)
29 Lentigo maligna 9 3(333) 6(66,7)
e = Mazgine 27  8(29.6) 19(704) %0
§ Displastinis apgamas 16 8 (50,0) 8 (50,0)
L Saulés nepaveiktoje 13 5 (38,5) 8 (61,5)
g3 Saulés paveiktoje 77 29(37,7) 48(62,3) 0,54
SN Nezinoma 10  2(200)  8(80,0)

Melanomos atveju Zzema c—Myc baltymo raiSka nustatyta 56 proc.
atvejy. 71,4 proc. melanomos atvejy zema raiska nustatyta, kai melanomos
gylis vir$ija 1,0 mm. Displastiniy apgamy atveju c—Myc baltymo raiskos
poky¢iy neuzfiksuota — tiek auksta, tiek Zema raisSka pasiskirsto tolygiai
(po 50 proc.), melanomos in situ ir I stadijos melanomos atvejais zema c—
Myc raiska nustatyta atitinkamai 62,5 proc. ir 58,8 proc., pT2, pT3 ir pT4
melanomos stadijy atvejais zema c—Myc baltymo raiSka jau sieké 70,6
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proc. Pabréztina, kad statistiSkai reikSmingos sgsajos tarp c—Myc raiskos
lygio ir melanomos stadijos nebuvo nustatyta (p=0,77).

5.2.4. MDM2 baltymo raiskos tyrimo analizé

Atlikto tyrimo metu 97 proc. visy tiriamy naviky atvejy buvo nustatyta
zema MDM2 baltymo raiska. Gauti rezultatai neparodé statistiskai
reik§mingos sgsajos tarp MDM?2 raiSkos ir melanomos progresavimo bei
kity klinikiniy ir patologiniy charakteristiky (13 lentelé, 19 paveikslas).

13 lentelé. Sasajos tarp MDM?2 baltymo raiskos ir klinikiniy—patologiniy

charakteristiky.

o L. MDM2 raiska
Klinikinés—patologinés » ” p
charakteristikos n auksta zema reik§mé

n(proc.) n(proc.)
Visi atvejai 100 3(3,0)  97(97,0) -
_ Vyrai 39 2(51)  37(94,9)
Lytis Moterys 61  1(L1)  60(989) 2
. <58 44 2(45)  42(955)
AmZius >58 56 1(18) 55(982) 0¥
. Displastinisapgamas 16  0(0,00) 16 (100,0)

Tg, E Tis 16  1(63)  15(93,7)

S G T1 17 1(59)  16(941)

- o !

52 ™1 169 1684

h = ’ ’

= T4 17  0(0,00 17 (100,0)

8 . 0,1-1,0 mm 26 1(38) 25(96,2)

N3 1,1 mm + 42 1(24)  41(976) 0,94

g2 Neinvazyvi 32 1(31)  31(9.,)9)

2 Pavir§iumi plintanti 48 1(2,1) 47 (97,9)

"_;? @ Lentigo maligna 9 1(11,1) 8 (88,9)

2 2 Mazginé 27 137 26963 O

§ Displastinis apgamas 16 0(0,0) 16 (100,0)

ﬁ Saulés nepaveiktoje 13 0 (0,0) 13 (100,0)

S S Sauléspaveiktoje 77 3(39)  74(%1) 0,63

B Nezinoma 10  0(0,0) 10(100,0)
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19 paveikslas. MDM2 baltymo raiska odos melanomos atveju. Zema
MDM?2 raiska atlikus imunohistocheminj dazyma pirminés (A) ir
metastazavusios melanomos atvejais (B). C — zemas MDM2 raiskos lygis
displastiniy apgamy (DN), neinvazyvios (NI), pT1 / pT2 ir pT3 / pT4
melanomos atvejais.

5.2.5. Sagsajy tarp FBXW7, c—Myc, MDM2 ir p53 baltymy raiskos poky¢iy
analizé

Siekiant jvertinti tarpusavio tiriamy FBXW7, c—-Myc, MDM2 ir p53
baltymy rai$kos poky¢iy sasajas, buvo atliktas y? testas. Tyrimo metu buvo
nustatyta statistiSkai reikSminga sgsaja tarp FBXW?7 ir c-Myc raiskos

pokyéiy — esant Zzemai FBXW7 baltymo raiSkai 76,6 proc. atvejy
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statistiS$kai raik§mingai buvo Zema ir c—Myc raiSka (p=0,01) (14 lentelé).
Kity tirtyjy baltymy raiskos pokyc¢iy tarpusavio sgsajy nenustatyta.

14 lentelé. Sasajos tarp FBXW7, c—-Myc, MDM2 ir p53 baltymy raiskos
pokyciy.

p53 c—Myc MDM?2
- 3 3 3 3 3 3
S Eszge 8P ge 8P g g?
£ 2 Z8Es ZS8Es Zoctgs
m m E § c >§1’ c § c >°N’ c 3 c >°N’ c
aukS$ta 27 9
(75,0) (25,0)
c—Myc - 20 4 0,20
(62,5) (37.,5)
auksSta 2 L 2 L
(66,7) (33,3) (66,7) (33,3)
MDM2 — % = 0,99 == =-0,26
(35,0) (65,0) (35,0) (65,0)
_ 33 20 25 28 51
aulksta o5 377)  (412) 528 . 28 (662
FBXW7 0,28 0,01 0,63
. 34 13 11 36 46
Zema 1(2,1)

(72,3) (27,7) (23,4) (76,6) (97,9)

5.2.6. Vienaveiksmé¢ ir daugiaveiksmé CoX regresijos analizé

Siekiant nustatyti, kurie veiksniai i$ tiriamy FBXW7, c-Myc, MDM2 ir
p53 baltymy raiSkos pokyciy ir tiriamyjy klinikiniy ir patologiniy
charakteristiky galéjo padidinti pacienty mirtingumo rizika, buvo atlikta
vienaveiksmé Cox regresiné analizé. Gauty duomeny analizé parodé, kad,
viena vertus, pacienty lytis ir amzius neturéjo rizikos mirstamumui. Tokios
jtakos neturéjo ir naviky morfologinis tipas, ir naviko lokalizacija. Antra
vertus, nustayti tendencingi duomenys tarp naviko iSopéjimo ir didesnés
mirtingumo rizikos (p=0,06). Neabejotinai pacienty iSgyvenamumui
didziausig jtakg turéjo naviko gylis ir progresuojant melanomai
mirtingumo rizika padidéjo net 5,6 karto (p=0,03). Musy tyrimo metu
vertinant, kokig jtakg tur¢jo FBXW7, c-Myc, MDM2 ir p53 baltymy
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raiSkos poky¢iai mirtingumo rizikai, statistiSkai reik§mingy rezultaty
negauta (15 lentelé).

15 lentelé. Skirtingy baltymy raiskos ir kity melanoma serganciy pacienty
klinikiniy—patologiniy veiksniy rizikos jvertinimas (vienaveiksmé¢ CoXx
regresijos analizé).

Charakteristikos (n=68)
HR (95 % CI)

Lytis (vyrai vs moterys) 2,01 (0,56-7,22) | 0,29
Amzius (<58 vs>58) 1,16 (0,39-3,49) | 0,79
Naviko gylis (T1/T2vs T3/ T4) 5,60 (1,24-25,2) | 0,03
Morfologija (pavir$iumi plintanti vs Kitos) 2,48 (0,83-7,43) | 0,10
ISopéjimas (néra Vs yra) 2,79 (0,95-8,08) | 0,06
Lokalizacija (saulés nepaveikta vs saulés paveikta)| 0,57 (0,16-2,11) | 0,40
p53 raiska (zema Vs auksta) 2,48 (0,83-7,43) | 0,10
c—Myec rai$ka (Zema VS auksta) 0,36 (0,08-1,63) | 0,19
FBXW?7 rai§ka (Zema vs auksta) 0,16 (0,02-1,23) | 0,08

Siekiant jvertinti, kiek wvisi veiksniai kartu turi jtakos pacienty
mirtingumo rizikai, buvo atlikta daugiafaktoriné analize, taciau statistiskai
reik§mingy rezultaty nebuvo nustatyta (16 lentelé).

16 lentelé. Skirtingy baltymy raiskos ir kity odos melanoma serganciy
pacienty klinikiniy—patologiniy veiksniy rizikos jvertinimas (daugia-
veiksmé Cox regresijos analizé).

Charakteristikos (n=68)
HR (95 % CI)

Lytis (vyrai vs moterys) 1,47 (0,31-7,07) 0,48
AmzZius (<58 vs >58) 0,69 (0,13-3,55) 0,66
Naviko gylis (T1 /T 2vs T3/ T4) 3,13 (0,38-25,7) 0,29
Morfologija (pavir§iumi plintanti vs Kitos) 1,37 (0,28-6,60) 0,69
ISopéjimas (néra Vs yra) 2,33 (0,60-9,09) 0,23
Lokalizacija (saulés nepaveikta vs saulés paveikta) 0,42 (0,09-1,98) 0,27
p53 raiska (zema vs auksta) 0,65 (0,16-2.70) 0,55
c-MYC rai$ka (Zema Vs auksta) 0,35 (0,07-1,72) 0,19
FBXW?7 raiska (Zema Vs auksta) 0,65 (0,05-9,12) 0,75
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Apibendrinant visy pateikty tyrimy rezultatus galima teigti:

1) FBXW?7 baltymo raiska yra susijusi su melanomos progresavimu,
melanomos invazijos gyliu ir naviko morfologiniu tipu.

2) p53 baltymo raiSka yra susijusi su melanomos invazijos gyliu ir
naviko morfologiniu tipu.

3) Nenustatyta sgsaja tarp c—Myc baltymo raiskos lygio ir melanomos
progresavimo.

4) Nenustatyta MDM2 raiskos lygio jtaka melanomos progresavimui.

5) Nustatyta tiesioginé sgsaja tarp sumazéjusio zemos FBXW?7 baltymo
raiskos ir Zemos c—Myc baltymo raiskos.

6) Didziausig reik§me pacienty mirtingumui turéjo melanomos gylis (pT3
| pT4).
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6. REZULTATU APTARIMAS

Ubikvitino — proteosomos kelias jau yra pritaikytas véziui gydyti
skiriant proteosomy slopiklius bortezomibg ir carfilzomiba, atskleidé
taikinius, tarp kuriy yra selektyviy taikiniy, pavyzdziui, E3 ligaziy
slopikliai, ubikvititing konjuguojantys fermentai, taip pat ir neselektyviy
taikiniy, kaip proteosomy proteazés (81). Per pastaruosius du
deSimtmecius vaisty, skirty piktybiniams navikams gydyti, kiirimas,
pagristas Siomis dviem taikiniy grupémis, vyko lygiagreciai, nors
ankstyvieji rezultatai parode, kad neselektyvios proteosomos yra geresni
taikiniai. Visgi veéliau paaiskéjo, kad ,,neselektyvus® proteosomy taikinys
gali biiti veikiamas selektyviai ir detalesnis E3 ligazés reakcijos supratimas
gali paskatinti sukurti efektyviy slopikliy (165, 190). Tarp s¢kmingesniy
ligaze pagrjsty vaisty atradimo strategijy buvo E3 ligaziy jungimosi prie
substraty antagonisty kiirimas (baltymo—baltymo saveikos). E3 ligazés
MDM2 / HDM2 (angl. human double minute 2 homolog, HDM2) yra
vienos i§ prieS$navikiniy taikiniy tarp neproteosominiy ubikvitino kelio
baltymy, jos yra atsakingos uz baltymo p53 naviko slopiklio
ubikvitilinimg. Tyrimy metu buvo nustatyti naujos kartos E3 ubikvitino
ligaziy slopikliai: nutlinas—3 ir RITA, kurie gali suardyti MDM2—p53
saveikg navikuose ir taip atstatyti p53 apoptoting funkcija (15), o E3
ubikvitino ligazés FBXW7 aktyviklis oridoninas gali aktyvinti FBXW?7 ir
taip uztikrinti lgstelés ciklo sustabdyma ir naviko Igsteliy apoptoze (16).

Buvo nustatyta, kad natiiralus junginys oridoninas yra efektyvus
FBXW?7 aktyviklis ir c—Myc slopiklis (16). Naujausiy tyrimy rezultatai
parodé, kad oridoninas slopina melanomos lasteliy migracijg, invazija ir
adhezijg. Tai leidzia manyti, kad oridoninas galéty buti perspektyvus
terapinis veiksnys gydant metastazavusig melanoma (189). Be to, Zinoma,
kad melanomos atveju yra padidéjusi Notch signalinio kelio raiska, o E3
ubikvitino ligazé FBXW7 ubikvitilina ir neigiamai reguliuoja NOTCH, jo
raiSkos padidéjimas gali biiti siejamas su FBXW?7 mutacija ar funkcijos
praradimu dél kity priezaséiy arba inaktyvacija (9, 119, 120). Vadinasi,
Notch signalinio kelio slopinimas galéty sustabdyti neveiklios FBXW7
ligazés sukeltos melanomos vystymasi. Kaip jau buvo minéta, vienas
svarbiausiy FBXW?7 reguliatoriy yra p53. Dar prie§ 40 mety buvo
nustatyta, kad p53 yra transkripcijos veiksnys, kuris jungiasi su geny
taikiniy promotoriais, reguliuoja jy raiSka ir tokiu budu kontroliuoja
lasteliy ciklg ir zatj. Nepakitusiose lgstelése p53 aktyvumas yra Zemas,
taciau dé¢l neigiamo aplinkos poveikio, esant DNR pazaidoms arba kito tipo
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lasteliy stresui, p53 funkcija sustipréja. p53 slopina ikinavikiniy ir
navikiniy lgsteliy augimg ir pasalina jas sukeldamas apoptoze. Dél p53
funkcionavimo slopinami daugeliui naviky budingi pozymiai -
nekontroliuojamas navikiniy lgsteliy augimas ir atsparumas, angiogeneze,
piktybiniy lasteliy invazija ir metastazavimas, metabolinis ir genominis
nestabilumas. p53 reguliuoja imuninj atsaka, todél p53 funkcijos
slopinimas sukelia naviky atsiradimg ir vystymasi (191). p53 yra
dazniausio gamtinio (laukinio) tipo. Nesant p53 mutacijy navikuose, p53
funkcija yra daznai sutrikusi dél skirtingy mechanizmy, kurie lemia p53
funkcijas slopinanciy reguliatoriy aktyvumo padidéjimg. Vienas i§
pagrindiniy p53 reguliatoriy yra E3 ubikvitino ligazé MDM2 ir jos
homologas MDMX (uzkoduotas MDM4 geno). MDM?2 atlicka svarby
vaidmenj ne tik neigiamai reguliuojant naviko slopintojo p53 funkcija, bet
ir reguliuojant Notch signalinj kelig. Taigi E3 ubikvitino ligazé MDM2
gali buti patrauklus taikinys veikiant p53 ir Notch signalinj kelig
melanomos atveju. Siekiant paveikti taikinj, tyréjy démesys gali biiti
nukreiptas | MDM2-—p53 saveikos suardymg arba MDM2 raiskos
slopinima / iSveiklinima, o ne tiesiogiai veikti E3 ubikvitino ligazés
aktyvuma. Molekulés, kurios gali slopinti p53 ir MDM2 saveika, yra
nutlinai. Nutlinas—3 gali neigiamai paveikti MDM2—p53 saveika ir tokiu
budu turéti slopinantj poveikj melanomai. Buvo nustatyta, kad nutlinas—3
gali sukelti p53 aktyvinima ir slopinti melanomos lIgsteliy augima (172).
Taciau néra jrodanciy tyrimy rezultaty, kaip keic¢iasi MDM2 raiska ir
funkcija po gydymo nutlinu-3 (17). Kita maza molekulé, slopinanti p53—
MDM2 sgveikg, yra RITA. RITA jungiasi su p53 ir taip neleidzia jam
jungtis su MDM2, ir tai lemia p53 kaupimasi ir nuo p53 priklausoma
apoptoze navikinése lgstelése (170, 171, 177). Atkreiptinas démesys, kad
veikiant p53 signalinj kelig, galéty buti atstatyta ir FBXW?7 raiska (107,
128).

Taigi rengiant §j darbg ir atliekant eksperimentinius tyrimus buvo siekta
jvertinti E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyviklio oridonino ir E3
ubikvitino ligazés MDM2 ir navika slopinanéio baltymo p53 sgveikos
slopikliy nutlino-3 ir RITA bei jy deriniy poveikj Zmogaus
metastazavusios melanomos Igsteliy linijy gyvybingumui ir nustatyti
NUMB, FBW7, MDM2, MDM4, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, CDKN2A,
CDKN1A, BBC3, p53, c-MYC, Jun, Parp, CCNE1, CCND1, JAG, LNX1
geny raiskg po poveikio nutlinu—3, RITA arba oridoninu.

Pirmieji bandymai atlikti naudojant Zmogaus metastazavusios
melanomos SK—-MEL-26 linijos lasteles, kurios buvo paveiktos skirtingy
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koncentracijy MDM2-p53 saveikos slopikliais nutlinu—3 ir RITA.
Nustatytas tik nezenklus jy poveikis Iasteliy gyvybingumui priklausomai
nuo dozés ir ekspozicijos laiko. Efektyviausiai Sias lasteles veiké
oridoninas. SK-MEL-26 linijos lgsteliy geny raiskos analizé po poveikio
MDM2-p53 saveikos slopikliais nutlinu—3 ir RITA reikSmingy geny
raiskos poky¢iy taip pat neparodé, buvo nustatyti tik nezenkliis p53 ir kity
geny (NUMB, FBW7, CDKN1A, c-MYC, CCNDL1 ir Parp) raiskos pokyc¢iy
svyravimai, kurie gali buti siejami su silpnu slopikliy poveikiu
SK-MEL-26 linijos lasteléms. Vienintelis rySkus ir statistiSkai
reik§mingas buvo Jun geno raiskos pokytis, kuro raiSka sumazéjo beveik
9 kartus lyginant su nuolatine raiSka pasizyminciais ,,namy apyvokos®
genais.

Manoma, kad Jun genas dalyvauja kancerogenezéje ir jo padéjusi raiska
daznai aptinkama daugelio piktybiniy naviky atvejy (120). Yra Zinoma,
kad Jun transkripcijos biudu reguliuoja daugelio geny veikla, tarp jy ir
MDM2 geno raiska. Nustatyta, kad nuslopinus Jun, MDM2 geno raiska
mazéja (192). Kaip anks¢iau buvo minéta, slopiklis RITA saveikauja su
p53 ir blokuoja saveikg tarp p53 ir MDM2, dél ko stabdomas p53
skaidymas ir jo raiSka padidéja. Kadangi p53 saveikauja su MDM2
suformuodami neigiamg autoreguliacing kilpa, didéjant p53 raiskai, turéty
mazéti MDM2 raiska. Galima daryti prielaida, kad Sio tyrimo metu,
paveikus SK-MEL-26 linijos lasteles MDM2—p53 saveikos slopikliais ir
sumazejus p53 ubikvitilinimo galimybei, MDM?2 raiska mazéjo kartu ir per
Jun transkripcijos veiksnio raiSkos sumazéjima.

SK-MEL-26 linijos lasteliy gyvybinguma veiksmingai slopino E3
ubikvitino ligazés aktyviklis oridoninas. 60 pM koncentracijos oridoninas
po 48 wval. inkubacijos sumazino SK-MEL-26 linijos lasteliy
gyvybingumg iki 18 proc. Norint iSsiaiSkinti oridonino poveikio
SK-MEL-26 linijos lasteléms molekulinius mechanizmus, buvo tirta jvairiy
geny, susijusiy su lastelés ciklu, lasteliy proliferacija ir apoptoze mRNR
raiSka. Ypatingas démesys buvo skirtas ubikvitino E3 ligaziy (MDM2,
MDM4, FBXW?7, LNX1) ir jy substraty (NOTCH) geny mRNR raiskai, zinant,
kad oridoninas aktyvina ubikvitino ligaze FBXW7. Tyrimo metu, paveikus
SK-MEL-26 linijos lasteles E3 ubikvitino ligazés FBXW7 aktyvikliu
oridoninu, statistiSkai reik§mingai padidéjo NOTCH1, NOTCH2 ir
NOTCH3 geny raiska lyginant su ,,namy apyvokos* geny raiska, o NOTCH
taikinio — JAG geno — raiska 3 kartus sumazéjo. Kaip buvo minéta,
NOTCH baltymai yra FBXW7 substratas ir priklausomai nuo audiniy tipo
gali veikti kaip onkobaltymas arba kaip naviko slopiklis. FBXW7
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ubikvitilina ir neigiamai reguliuoja Notch signalinj kelig (119).
Melanomos atveju Notch kelio raiska padidéja, tai gali biti siejama su
FBXW7 mutacija arba inaktyvacija (9, 119, 120). Taip pat nustatyta, kad
Jagged-1 (JAGL1) vidulastelinis domenas sgveikauja su NOTCHI 1gsteliniu
domenu ir stimuliuoja jo skaidyma per FBXW?7 priklausoma proteosominj
kelig (121). Tyrimo metu nustatyta sumazéjusi JAG raiska, ir tai gali turéti
itakos NOTCH1 padidéjusiai raiskai.

Po SK-MEL-26 linijos lasteliy poveikio oridoninu taip pat padidéjo
ubikvitino ligaziy LNX1 ir FBXW7 geny raiska. Nors FBXW?7 geno raiska
padidéjo nezenkliai (2 kartus), tai rodo, kad oridoninas i§ dalies aktyvino
FBXW?7 funkcija SK-MEL-26 linijos lastelése. LNX1 geno raiska po
poveikio SK-MEL-26 linijos lasteliy oridoninu padidéjo beveik 4 kartus.
LNX1 — ubikvitino ligazé, kuri jungiasi prie NUMB baltymo ir nukreipia ji
proteosominiam skaidymui ir taip reguliuoja NUMB / Notch signalinj kelig
(193). Notch signalinio kelio metu | citoplazmg patekes atskeltas
vidulastelinis Notch domenas NICD gali bati neigiamai reguliuojamas
NUMB baltymo, dél ko NICD negali jungtis prie transkripcijos veiksniy ir
aktyvinti Notch signalinio kelio kaskados (83, 135) Taigi LNX1
skaidydamas NUMB gali aktyvinti Notch signalinj kelig (193). IS gautyjy
rezultaty galima daryti prielaida, kad atlikto eksperimento metu pakites
Notch kelio aktyvumas, paveikus lasteles oridoninu, yra svarbus
melanomos Igsteliy i$likimui, o NOTCH geny padidinta raiska gali buti
siejama su LNX1 padidéjusia raiSka ir nepakankamai atstatyta FBXW7
funkcija, kuris turéty slopinti Notch signalinj kelia.

Kadangi pirminiy preliminariy tyrimy rezultatai parodé, kad SK—
MEL-26 linijos lastelés nebuvo pakankamai jautrios tirtyjy slopikliy
poveikiui, tyrimas buvo tesiamas naudojant kitas Igsteliy linijas. Tyrimui
buvo parinktos FM-3 ir FM-94 linijy lastelés, kurios buvo veikiamos
MDM2—p53 saveikos slopikliais nutlinu-3 (30 uM, 20 pM, 16 pM) ir
RITA (1,6 uM, 1 pM, 0,5 uM), E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyvikliu
oridoninu (120 uM, 60 uM, 30 uM), $iy slopikliy / aktyviklio deriniais:
nutlino—3 (20 uM) ir RITA (0,5 uM); oridonino (30 uM) ir RITA (0,5 uM);
oridonino (30 uM) ir nutlino—3 (20 uM); oridonino (30 uM), nutlino—3 (20
uM) ir RITA (0,5 uM).

Apibendrinus gautus FM-94 ir FM-3 linijy lasteliy gyvybingumo
rezultatus, pazymétina, kad, kaip ir tiriant SK-MEL-26 linijos lasteles,
maziausig poveikj Iasteliy gyvybingumui turéjo visy koncentracijy
MDM2-p53 saveikos slopikliai nutlinas—3 ir RITA. Nors galima buvo
jzvelgti nezenkliai didesnj lasteliy gyvybingumo slopinimg esant

87



didesnéms koncentracijoms ir ilgesnei inkubacijai, pokyc¢iai nebuvo
statistiSkai reikSmingi. Atkreiptinas démesys, kad po 72 val. buvo stebétas
ir atvirkstinis efektas, kai 1gsteliy gyvybingumas ne sumazéjo, o padidé¢jo.
Veiksmingiausiai abiejy lasteliy linijy gyvybingumg sumazino E3
ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyviklis oridoninas.

Atlikto lasteliy gyvybingumo tyrimo duomenys patvirtino J. De
Lange’o (J. De Lange) ir bendraautoriy tyrimo, kurio metu buvo
analizuojamas nutlino—3 / RITA poveikis uvealinés melanomos lgsteliy
linijos gyvybingumui, duomenis. Po 60 val. inkubacijos nutlino—3 / RITA
poveikis pavieniy lasteliy gyvybingumui buvo maZzesnis nei veikiant
lasteles slopikliy deriniu 10 uM arba 32uM koncentracijos nutlinu—3 ir 1,6
uM arba 0,8 uM koncentracijos RITA (194). M. Verhaegeno (M.
Verhaegen) ir bendraautoriy duomenimis, veiksmingiausiai melanomos
lasteliy augima slopino 20 uM nutlino—3 koncentracija (195). H. Huang
(H. Huang), K. Reno (K. Ren) ir bendraautoriy tyrimy rezultatai parode¢,
kad melanomos ir limfomos atvejais lgsteles veiksmingiausiai slopino 15
uM ir 20 uM oridonino koncentracijos jau po 24 val. inkubacijos (16, 196).
Atlikto tyrimo atveju veiksmingiausia slopinantj poveikj turéjo 60 pM
oridonino koncentracijos veikiant tiek FM—94, tiek FM-3 linijy lasteles.
Taigi vadovaujantis atlikto ir kity autoriy tyrimy rezultatais, galima teigti,
kad 60 uM oridonino koncentracija yra veiksminga siekiant efektyviai
sumazinti tyrimuose in vitro melanomos lgsteliy gyvybingumg. I§ gauty
rezultaty taip pat darytina iSvada, kad FBXW?7 slopiklis oridoninas gali
buti potencialiis terapinis veiksnys, slopinantis melanomos Igsteliy
gyvybinguma.

Siekiant jvertinti, kokie genai yra aktyvus arba iSaktyvinti paveikus
FM-94 ir SK-MEL-26 linijy lasteles MDM2—p53 saveikos slopikliais
nutlinu-3, RITA arba E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyvikliu oridoninu,
buvo atlikta FM-94 ir SK-MEL-26 linijy lasteliy geny raiSkos pokyc¢iy
analizé. Kaip jau buvo minéta, nutlinas—3 jungiasi su MDM2 ir taip
neleidzia jam jungtis prie p53, dél ko slopinama MDM?2 funkcija ir
atkuriama p53 funkcija (75, 170). Vieny autoriy duomenimis, MDM2-p53
sgveikos slopiklis nutlinas—3 gali suaktyvinti p53 sukelta apoptoze
daugelyje zmogaus naviky lasteliy (169-171), taciau kity autoriy tyrimai
parodé, kad MDM2—p53 saveikos slopiklis nutlinas—3 sukélé p53
aktyvinimg ir slopino Iasteliy augimag, taciau nesukelé reikSmingos
apoptozés (172). Atlikto tyrimo metu paveikus FM-94 linijos Iasteles
MDM2-p53 sgveikos slopikliu nutlinu—3, p53 geno raiSka lyginant su
,,namy apyvokos* (HPRT1, TBP) geny raiska padidéjo beveik 2 kartus, bet
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dar labiau padidéjo MDMZ2 ir BBC3 geny raiska, o CCNEL ir c-MYC geny
raiSka beveik 2 kartus sumazéjo. Tyrimy rezultatai parod¢, kad MDM2—
p53 saveikos slopiklio nutlino—3 poveikis buvo neveiksmingas slopinant
FM-94 linijjos lasteliy gyvybinguma, ir tai galéjo lemti didele MDM2 geno
raiSkg. BBC3 genas (angl. BCL2 binding component 3, PUMA) koduoja
BCL-2 seimai priklausancius baltymus, kurie, tarpininkaujant p53, sukelia
lasteliy apoptoze (197). Tyrimo metu padidéjusi BBC3 geno raiska po
MDM2-p53 saveikos slopiklio nutlino—3 poveikio galéty rodyti, kad buvo
aktyvinama p53 sukelta lasteliy apoptozeé.

CCNE1 (angl. cyclin E1) genas koduoja baltymus, priklausancius
cikliny Seimai. Ciklinai veikia kaip CDK kinaziy reguliatoriai ir reguliuoja
lasteliy ciklg bei uztikrina lgstelés ciklo fazés G1 peréjimg | S faze.
Daugelyje naviky nustatyta padidéjusi Sio geno raiska, dé¢l Sios priezasties
atsiranda chromosomy nestabilumas ir skatinama kancerogenezé (198).
c-MYC — transkripcijos veiksnys, kuris reguliuoja lasteliy proliferacija,
apoptoze, metabolizmg ir diferenciacija ir, kaip jau buvo aptarta,
progresuojant melanomai jo raiSka didéja. Yra zinoma, kad nutlinas—3 gali
stabdyti Igsteliy ciklg ir proliferacija (134), todél gauti tyrimo rezultatai,
rodantys, kad paveikus FM-94 Igsteles nutlinu—3 sumazéja geny CCNEL
ir c-MYC raiska ir lasteliy gyvybingumas, gali biti siejami su nutlino—3
gebéjimu stabdyti Siy lasteliy proliferacijg.

Taigi MDM2-p53 sgveikos slopiklio nutlino—3 poveikis FM-94 linijos
lasteléms galéjo lemti lastelés ciklo aktyviklio sumazéjusia CCNEL raiska
ir apoptoze sukelian¢io geno BBC3 padidéjusia raiska.

Paveikus FM—94 linijos Iasteles MDM2—p53 saveikos slopikliu RITA,
nustatyta statistiSkai reik§mingai sumazéjusi c-MYC ir FBW7 geny raiska,
nezenkliai sumazéjusi MDM2, NUMB ir NOTCH1 geny raiska, taip pat
statistiSkai nereik§mingai padidéjusi p53 raiska. Kaip rodo ankstesniy
tyrimy duomenys, melanomos Iastelése stebimas sumazéjes FBXW7
aktyvumas (9). c-Myc yra vienas i$ pagrindiniy FBXW?7 taikinys, o
sumazeéjes FBXW?7 raiSkos lygis lemia c—Myc padidéjusia raiSka. Tai
patvirtino ir kity autoriy tyrimy rezultatai, kad metastazavusios melanomos
atveju bidinga padidéjusi c—Myec raiska (9, 107). Sio darbo tyrimas parodé,
kad paveikus FM-94 Ilasteles slopikliu RITA FBXW7 geno raiska
statistiS$kai reikSmingai sumazéjo, todél galima manyti, kad MDM2—p53
saveikos slopiklis RITA neturi jtakos FBW7 geno raiskai. Tac¢iau, maz¢jant
FBXW?7 raiskai, turéty didéti c—Myc raiska, taciau tai nenustatyta darbo
tyrime naudojant FM-94 linijas Igsteles. Esama duomeny, kad c-Myc
raiska taip pat gali padidinti Notch kelio aktyvinimas, todél sumazéjusi
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NOTCH1 raiska gali lemti ir maZesne c-MYC raiskg (120). Taip pat
zinoma, kad melanomos atveju Notch signalinio kelio raiska padidéja, ir
tai gali buti siejama su FBW7 mutacija arba inaktyvacija (9, 119, 120).
Tyrimas, naudojant neuroblastomos Iasteles, parodé, kad RITA aktyvino
p53, kuri slopina c-MYC (180). Sio tyrimo atveju FM-94 linijos
melanomos lgsteliy p53 raiska yra statistiS§kai nereik§mingai padidéjusi,
todél, viena vertus, negaléjo lemti c—-MYC geno raiSkos sumazéjimo,
tac¢iau, antra vertus, MDM2-p53 saveikos slopiklis RITA galéjo per
tarpinius signalinius kelius nuslopinti NOTCH1 ir lemti c-MYC
sumaz¢jusig raiSka, o nereik8mingai sumazéjusi MDM2, NUMB ir
nereik§mingai padidéjusi p53 geny raiska gali biiti siejama su nedideliu
slopiklio RITA poveikiu lasteliy gyvybingumui.

FM-94 linijos lasteles paveikus E3 ubikvitino ligazés FBXW7
aktyvikliu oridoninu statistiSkai reik§Smingai padidéjo CCNEL1 ir BBC3
geny raiska ir sumazéjo c—MYC geno raiska. NOTCH1 ir FBW7 geno raiska
lyginant su HPRT1 geno raiSka tik neZenkliai sumazéjo. Paveikus
melanomos lgsteles E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 aktyvikliu oridoninu,
tikétasi, kad padidés FBW7 aktyvumas ir sumazés c—MYC raiska, taciau,
analizuojant FM—94 linijos lIgsteliy geny raiskos tyrimo duomenis, gautas
statistiSkai nereik§mingas FBW7 geno raiskos sumazéjimas, nors FBXW?7
aktyviklis oridoninas veiksmingai slopino lasteliy gyvybinguma. Taciau,
nepaisant FBW7 geno raiskos sumazéjimo, c—-MYC geno raiSka taip pat
sumaz¢jo. Naujausiy tyrimy rezultatai parodé, kad oridoninas gali
neigiamai reguliuoti Wnt / B—katenino signalinj kelia, ir tai lemia GSK3-4
aktyvinimg ir c-MYC slopinimg (199). Pavieniy autoriy tyrimai parodé,
kad melanomos metu padidéja Wnt / PB-—katenino signalinio kelio
aktyvumas (200). Taigi c—MYC raiskos sumazéjimas FM-94 linijos
lastelése gali buti siejamas su GSK3—-f aktyvumo padidéjimu veikiant
oridoninui. Analizuojant FM-94 linijos lasteliy, paveikty FBXW?7
aktyvikliu oridoninu, geny raiskos pokycius, nustatyta padidéjusi CCNE1
ir BBC3 geny raiska. Kaip buvo minéta, paveikus FM-94 linijos lasteles
MDM2-p53 sgveikos slopikliu nutlinu-3, padidéjusi BBC3 geno raiska
galéjo buiti siejama su padidéjusia p53 raiSka ir su p53 sukelta Igsteliy
apoptoze. Visgi paveikus FM-94 linijos lasteles FBXW?7 aktyvikliu
oridoninu, p53 geno raiska nepadidéjo, todél galima daryti iSvada, kad
oridoninas galéjo aktyvinti BBC3 raiSkg nuo p53 nepriklausomu budu. Tai
galima pagrjsti ir ankstesniais mokslininky atlikty tyrimo rezultatais, kurie
parodé, kad BBC3 geno produktas PUMA (angl. p53 upregulated
modulator of apoptosis) gali buti aktyvinamas nuo p53 nepriklausomu
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btidu, per kitus transkripcijos veiksnius (197). Ciklinas E yra koduojamas
CCNE1 geno, todél, esant sumazéjusiai FBW7 raiskai, turéty mazéti
ciklino—E ir kartu CCNEL geno raiska. Ta¢iau, FM—94 linijos Igsteles
paveikus FBXW?7 aktyvikliu oridoninu, CCNE1 geno raiska padidéjo, o
Zinant, kad oridoninas FM—94 Igstelése neaktyvino FBW7, galima daryti
iSvada, jog CCNEL1 raiskos padidéjima galéjo lemti kiti veiksniai, kurie
kartu slopino FBW7. Atskiry autoriy duomenys parodé, kad vienas i$
FBW?7 slopinimo veiksniy galéty buti aktyvus Ras—Raf-MEK-ERK
signalinis kelias, ERK kinazé tiesiogiai sgveikauja su FBW7, ir tai lemia
jo ubikvitinimg ir proteosominj skilima (201).

Apibendrinus lasteliy gyvybingumo tyrimus ir palyginus su geny
raiSkos rezultatais, galima teigti, kad E3 ubikvitino lipazés FBXW?7
aktyviklis oridoninas veiksmingai slopina lasteliy gyvybinguma,
aktyvindamas proapoptotinius baltymus ir slopindamas lgstelés ciklo
aktyviklj c-MYC.

Antrajame etape buvo atlikti displastiniy apgamy ir melanomos pacienty
méginiy E3 ubikvitino ligaziy FBXW7 ir MDM2 bei jy substraty p53 ir
c—Myc baltymy raiskos tyrimai. Analizuojant tiriamosios grupés klinikines
ir patologines charakteristikas, nustatyta, kad melanoma dazniau (77 proc.)
buvo diagnozuota saulés paveiktoje odos srityje. Tai patvirtina jau seniai
zinomg fakta, kad UV spinduliai yra vienas pagrindiniy melanomos
atsiradimo rizikos veiksniy (21).

Kaip jau buvo minéta, FBXW?7 yra naviky slopiklis, kuris kontroliuoja
daugelio onkogeny baltymy lygj. Tafiau nedaug yra Zinoma apie paties
FBXW?7 reguliavimg navikuose. Reguliavimas gali buti vykdomas
transkripciniu  ir  baltymy lygiu, taip pat potransliacinémis
modifikacijomis, pavyzdziui, fosforilinimu. Zinoma, kad FBXW?7
reguliacijoje svarbios p53 molekulés, NUMB4, NF—«B1, miR-27 ir
miR223 bei kt. (107).

Ankstesni pavieniy autoriy tyrimai parodé, kad melanomos lgstelése yra
sumazéjes FBXW?7 aktyvumas (9). Taip pat buvo teigiama, kad FBXW?7
raiSka yra zenkliai maZesné pirminés melanomos atveju negu
displastiniuose apgamuose. Metastazavusios melanomos atveju FBXW7
lygis yra dar mazesnis lyginant su pirminés melanomos forma, o
sumaz€jusi jo raiSka yra susijusi su blogesniu melanoma serganciy
pacienty penkeriy mety iSgyvenamumu. Tolesni in vitro tyrimai parode,
kad FBXW?7 slopina melanomos lgsteliy migracija per mitogeno
aktyvuotos baltymy kinazés / tarplastelinio signalo reguliuojamos kinazés
(MAPK / ERK) signalinj kelig. Taigi FBXW?7 nuslopinimas melanomos
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lastelése lemia padidéjusig lasteliy migracijg ir streso pluosSto susidaryma
(98).

Sio darbo atlikto tyrimo rezultatai taip pat parodé Zemg FBXW?7 raigkos
lygi progresuojant melanomai, nustatyta statistiSkai reik§minga tiesioginé
sasaja tarp zemos FBXW?7 baltymo raiSkos ir didéjancios melanomos
stadijos pagal gylj (pT3 / pT4) (p<0,001). Taigi atlikto tyrimo rezultatai
patvirtina ubikvitino ligaziy, kaip molekuliniy taikiniy, prie§vézinei
terapijai potenciala.

Ankstesniy tyrimy metu buvo nustatyta, kad sumazéjes FBXW7 raiskos
lygis siejamas su melanomos progresavimu ir c—Myc baltymy kaupimusi
(9). c—Myc yra vienas svarbiausiy FBXW7 taikiniy, reguliuojantis daugiau
nei 15 proc. geny, dalyvaujanciy diferenciacijos, proliferacijos, baltymy
sintezés, metabolizmo ir apoptozés procesuose, raiska, o jo funkcijos
sutrikimai skatina naviko formavimasi (94, 120). FBW7a skatina Myc
ubikvitilinima proteosomose, o FBW7y ubikvitilina Myc branduolyje ir
taip slopina Myc gebéjima skatinti lgsteliy augimg (102-106). Taigi
FBXW?7 raiskos sumazéjimas lemia c—Myc padidéjusia raiSkg (107).

Atlikto tyrimo metu, esant pT1 / pT2 stadijy melanomai, c-Myc
baltymo raiska buvo nezenkliai aukstesné (70,6 proc.) lyginant su Sio
baltymo raiska esant melanomai in situ ir pT1 stadijos melanomai.
Nustatyta glaudi tiesioginé sgsaja tarp FBXW?7 ir c—Myc raiskos
pokyciy — esant zemai FBXW7 baltymo raiSkai c—Myc raiska buvo zema
(p=0,01). Sio darbo tyrimo gauti rezultatai skiriasi nuo paskelbty kity
autoriy tyrimy rezultaty. Gautiems rezultatams jtakos galéjo turéti imties
dydis, be to, melanoma yra heterogeniSkas navikas ir jai iSsivystyti ir
progresuoti turi reikSmés daugybé geny ir jvairiy signaliniy keliy sgveika.
c—Myc kai kuriais vézio atvejais gali jgyti funkcijos netekimo mutacijy
arba dazniausiai c—Myc raiSka labai padidéja. Abiem atvejais tai lemia
naviky formavimasi per sutrikdyta transkripcija, transliacija ar
diferenciacija (120).

Kaip jau buvo minéta, vienas i§ svarbiausiy FBXW?7 reguliatoriy yra
p53. p53 yra pagrindinis baltymas naviky slopiklis, kurio geno mutacijy
nustatoma daugelio zmoniy naviky atvejais (74, 123-125). Ankstesni
tyrimai parodé, kad FBXW?7 yra nuo p53 priklausomas navika slopinantis
genas, dalyvaujantis naviko vystymesi, o veikiant p53 signalinj kelig gali
buti atstatyta FBXW?7 raiska (107, 128). Taip pat Zinoma, kad melanomos
atveju yra padidéjusi laukinio tipo p53 raiSka (129). Visgi, atsizvelgiant j
melanomos piktybinj pobiidj ir atsparumg gydymui, atrodo, kad p53
neveiksmingas kaip naviko slopiklis melanomos atveju. Nors mechanizmai
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dar néra visiSkai aiSkiis, buvo jrodyta, kad kai kurie p53 taikiniai
melanomos atveju yra isderinti (130, 131).

Nustatyta MDM2 onkobaltymo padidinta raiska daugelio Zmogaus
naviky, turin¢iy laukinio tipo p53 alelj, atvejais (138). Didelé MDM2
raiSka siejama su blogesne ligos prognoze sergant keliy lokalizacijy
piktybiniais navikais (89). Piktybinéms melanomoms budinga padidinta
MDM2 raiska. P. Rajabi (P. Rajabi) ir bendraautoriai jrodé, kad esama
s3sajos tarp MDM2 raiSkos lygio ir naviko gylio bei invazijos pirminés
odos piktybinés melanomos atveju (139). Viena vertus, 50 proc.
melanomos atvejy nustatoma didelé MDM2 geno raiska, ir tai lemia
sustipréjusig p53 degradacija, todél jvyksta naviko lasteliy proliferacija.
Antra vertus, nustatyta, kad sumazéjusi MDM?2 raiSka siejama su
melanoma serganéiy pacienty geresniu iSgyvenamumu (11).

Atlikto tyrimo metu pirminés ir invazinés (pT1-pT4) melanomos
atvejais buvo nustatyta auksSta p53 raiSka. Melanomos gyliui virSijant
daugiau nei 1,0 mm nustatyta statistiSkai reik§mingai auksta p53 baltymo
raiska (p=0,01), o FBXW?7 raiska metastazavusios melanomos atveju buvo
zema. Kity autoriy atlikty tyrimy metu nustatyta, kad FBXW7 pirmasis
egzonas turi p53 suri§imo vieta. Patvirtinta, kad po genotoksinio streso
sumazéjusia FBXW7 raiska taip pat gali aktyvinti p53 (95, 120). Sio
tyrimo rezultatai statistiSkai reikSmingos sasajos tarp p53 ir FBXW7
raiskos pokyciy neparodé, tokiam rezultatui jtakos galéjo turéti tiriamosios
grupés imties dydis, taip pat nebuvo jvertinta, ar p53 raiSka koreliuoja su
p53 funkcionalumu.

Remiantis literatiiros duomenimis, p53 ir MDM?2 saveikauja
suformuodami neigiama autoreguliacing kilpa, kurioje padidéjes p53
transkripcijos lygis suaktyvina MDM2, ir tai savo ruoZtu sumazina p53
lygi (74, 134, 135). Kadangi $io tyrimo metu beveik visy naviky atvejais
(97 proc.) buvo nustatyta zema MDM?2 baltymo raiSka, prieSingai nei
paskelbta ankstesniuose tyrimuose, rezultatai neparodé reikSmingos
s3sajos tarp MDM2 raiskos lygio ir melanomos invazijos, taip pat
nenustatyta sgsaja tarp MDM2 Zemos raisSkos ir p53 raiskos lygio. Tikétina,
kad gautus rezultatus galéjo veikti taip pat tiriamosios grupés imties dydis.

Atsizvelgiant  tai, kad E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 raiSka yra susijusi
su melanomos progresavimu, ateityje tikslinga testi tyrimus siekiant
i$siaiSkinti jos prognozing ir kaip molekulinio taikinio prieS§véziniam
poveikiui svarbg melanomos atveju.

Tyrimo ribotumas ir ateities perspektyvos. Sio tyrimo ribotumas i3
dalies yra nedidelis, atsizvelgiant | melanomos stadijg pagal gylj (T), tiriamyjy
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skaiCius atskirose grupése. Nepakankama imtis, matyt, turéjo jtakos gautiems
rezultatams (buvo nustatyti tik tendencingi duomenys; p=0,08) ir vertinant
FBXW?7 baltymo zemos raiskos jtaka pacienty iSgyvenamumui.

Ateityje tikslinga testi E3 ubikvitino ligaziy melanomos audiniy raiskos
tyrimus, taip pat svarbu ne tik nustatyti naujus potencialius taikinius
melanomai gydyti, bet ir jvertinti jy prognozing reikSme.

Perspektyvu patikslinti lasteliy ztties mechanizma ir oridonino poveikj
lasteliy ciklui in vitro tyrimuose. Sie rezultatai pagilinty Zinias apie oridonino,
kaip potencialaus terapinio veiksnio, sukeliamg poveiki melanomos lasteléms.
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ISVADOS

1. Veiksmingiausiai zmogaus metastazavusios melanomos SK—-MEL-26,
FM-94 ir FM-3 linijy lasteliy gyvybinguma veikia E3 ubikvitino
ligazés FBXW7 aktyviklis oridoninas.

2. Atlikus in vitro geny raiskos tyrimus nustatyta:

Zmogaus metastazavusios melanomos FM—94 linijos lasteliy p53
signalinis kelias yra funkcionalus — MDM2-p53 saveikos
slopiklis nutlinas—3 mazina Siy lasteliy gyvybinguma
slopindamas lasteliy ciklg ir aktyvindamas apoptoze;

aktyviklis oridoninas ne tik aktyvina E3 ubikvitino ligazg
FBXW?7, slopina lgstelés ciklg, bet ir aktyvina apoptoze.

3. Melanoma serganciyjy pacienty pooperacinéje medziagoje nustatyta:

mazginés melanomos atveju ir esant didesniam melanomos
invazijos gyliui (pT3 ir pT4 stadijos), E3 ubikvitino ligazés
FBXW7 raiska yra zema;

mazginés melanomos atveju ir esant melanomos gyliui daugiau
nei 1,1 mm, p53 navika slopinan¢io geno koduojamo baltymo
raiSka yra auksta;

c—Myc raiska, didéjant melanomos invazijai, reguliuoja ne tik
FBXW?7 ligazé — netgi esant zemai FBXW?7 baltymo raiskai
Cc—Myec raiSka yra taip pat zema.

4. E3 ubikvitino ligazés FBXW?7 raiSkos sumazéjimas, sergant
metastazavusia melanoma, patvirtina $io baltymo, kaip molekulinio
priesvézinés terapijos taikinio, potenciala; oridoninas, biidamas
FBXW?7 aktyviklis, galéty bati potenciali terapiné priemoné melanomai
gydyti.
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LEIDIMAS
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2016-12-13 Nr.158200-16-878-387

Tyrimo pavadinimas:

E3 ubikvitino ligaziy FBW?7 ir MDM2 bei jy substraty raiSkos tyrimai displastiniy apgamy ir

U
Protokolo Nr.: 11-2016-5
Versija: 4
Data: 2016-12-07
Asmens informavimo ir
informuoto asmens sutikimo forma:
Versija: 4
Data: 2016-12-07

Pagrindinis tyréjas:
[staigos pavadinimas:
Padalinio pavadinimas:
Adresas:

Istaigos pavadinimas:
Padalinio pavadinimas:
Adresas:

Leidimas galioja iki:

Kristina Bielskiené
Nacionalinis Vézio Institutas
Moksliniy tyrimy centras

P. Baublio g. 3b, Vilnius

V3] Vilniaus universiteto ligoninés Santarikiy klinikos
Valstybinis patologijos centras
P. Baublio g. 5, Vilnius

2020-12-31

Leidimas iSduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio
(protokolas Nr. 158200-2016/12), vykusio 2016 m. gruodZio 13 d. sprendimu.

Vilniaus io biomedicininiy __tyrimy etikos k eksperty grupés _nariai ]
Nr. Vardas, pavardé veiklos sritis dalyvavo posédyje |
1 doc. dr. Laimuté Jakavonyté filosofija taip |
2 prof.dr. Jolanta Dadoniené pidemiologija, medici taip |
3 [ doc.dr. Jaunius Gumbis teisé ne |
4 Genovaite Bulzgyté slauga taip |
5 | profidr. Augustina dici taip |
6 | dr. Laura Malinauskiené di taip |
7 | Eglé Zubiené hologija taip |
8 prof. Saulius Vosylius dici taip |
9 | Ugne Sakiniené taip
Pirmininke Laura Malinauskiene

biomedicininiy
tyrimy etikos
komitetas
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2 priedas. Paiyma dél leidimo atlikti asmens duomeny tvarkymo
veiksmus

VALSTYBINE DUOMENU APSAUGOS INSPERCLIA

Nacionaliniam véZio institutui
(per E. pristatymo informacing sistemq
ir el. pastu- kristina bielskienef@rmvi lt)

Pagr. tyreja: gyd. K. Bielskiené

SPRENDIMAS
DEL LEIDIMO NACIONALINIAM YEZIO INSTITUTUI
ATLIKTI ASMENS DUOMENU TVARKYMO VEIKSMUS

. ik
2017 m. vasario ;'/_(/) d. Nr. 2R- 7% f' (2.6-1)
Vilnius

Valstybiné duomeny apsaugos inspekeija.  i3nagrin¢jusi Nacionalinio  véZio instituto
2017-01-11 pateikta Pranesima dél i3ankstinés patikros (tolian — Pranefimas) ( Inspekeijoje gauta 2017-01-
12, reg. Nr. IR-296) ir 2017-02-07 raStu Nr. 3R-282 pateiktus Pranesime patikstinimus (Inspekeijoje gauta
2017-02-07, reg. Nr. 1R-1037) dél asmens duomeny tvarkymo moksiinio medicininio tyrimo tiksiu,

nustaté,

kad F Sime ir jo patikslini nurodyti asmens duomeny tvark ymo veiksma atitinka Lietavos
Respublikos asmens duomeny teisines apsaugos jstatvine i mens duemenu tvaskymo i
duomeny subjekty teisiy jgyvendinimo reikalavimus hei numaty tos tpimes organizacines ir technines
duomeny saugumo priemones.

i

Valstybin¢ d } apsaugos insp vadovaudamasi I iehivos Respublikos asmens duomeny
teisinés apsaugos jstatymo 33 straipsniu, Valstybinés duomeny apsaugos inspekeijos direkteriaus 2016 m.
birzelio 22 d. jsakymu Nr. 1T-23 patvirtinty I8ankstinés patikros atlikimeo taisykliy 12ir 19.2 punktais,

nusprendZin

Nacionaliniam véZio institutui iSduoti Jeidimg atlikit Pranesime 1w jo patikslimmuose nurodyty
asmens duomeny apie sveikatg tvarkymo mokslinio medicininio tyrimo ,E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir
MDM2 bei jy substraty raiSkos tyrimai displastiniy apgamy i pacienty émini U
(Protokolo Nr. I1-2016-5) tikslu, veiksmus.

Sis sprendi Administraciniy byly teisenos jstatymo nustatyta tvarka per vieng meénesj nuo jo
jteikimo dienosgal i skundziamas Vilniaus apygardos administraciniam teisinui
p >

A G -
‘/7,% %fﬂ)/v-’ dr. Algirdas Kunéinas

Biudzetiné jstaiga
A. Juozapavi¢iaus g. 6 Faks (8 3) 261 2104
LT-09310 Vilnius ELp ada@ada It
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M.K. Ciurlionio g. 21/27, LT-03101 Vilnius, tel. (8 5) 268 6998, el. p. rbtek@mf.vu.lt

Biomedicininio tyrimo 2017-03-  Nr. 158200-878-PP1-05

.. E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir MDM2 bei jy
substraty raiskos tyrimai displastiniy apgamy ir
melanomos pacienty éminiuose
pagrindinei tyréjai K. Bielskienei

DEL LEIDIMO Nr. 158200-16-878-387 PAPILDYMO Nr.1

PRITARIMAS

Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas susipazino su jiisy praiymu leisti
papildyti 2016-12-13 i3duota leidima Nr. 158200-16-878-387.

Komiteto posédzio. vykusio 2017-03-07 metu pritarta jisy praSymui ir pritarta
atliekant tyrima:

1. vadovautis protokolo Nr. II-2016-5, versija Nr.5 (2017-02-14);

2. teikti tiriamiesiems IASF v.5 (2017-02-14).

Saulius Vosylius
Ui 7

Pirmininkas
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VILNIAUS UNIVERSITETAS
VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIY TYRIMU ETIKOS KOMITETAS

Biomedicininio tyrimo 2018-12-04 Nr.158200-16-878-PP2-111
.E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir MDM2 bei ju

substraty raiskos tyrimai displastiniy apgamy ir

melanomos pacienty éminiuose™

pagrindinei tyréjai Kristinai Bielskienei

Dél leidimo Nr. 158200-16-878-387 papildymo Nr. 2

PRITARIMAS

Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas susipazino su Jasy prasymu leisti
keisti/papildyti biomedicininio tyrimo ..E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir MDM2 bei jy substraty
rai$kos tyrimai displastiniy apgamy ir melanomos pacienty ¢miniuose™. leidimg Nr. 158200-16-878-
387. isduota 2016-12-13 d.

Komiteto posédzio, vykusio 2018 gruodzio 4 d. metu nutarta pritarti Jlisy praSymui:

1. Vadovautis atnaujintu protokolu (Nr. [I-2016-5. versija Nr. 6, data 2018-10-18)

)

Vadovautis Informuoto asmens sutikimo forma dalyvauti NVI Biobanko veikloje (patvirtinta

NVI direktoriaus 2017-06-27 jsakymu Nr.R8-368).

Pirmininkas f A /;I,vlr/ prof. dr. (HP) Saulius Vosylius
() v

Viesoji istaiga Duomenys kaupiami ir saugomi Komiteto duomenys:
Universieto g. 3 Juridiniy asmeny registre M. K. Ciurlionio g 21, LT-03101 Vilnius
01513 Vilnius Kodas 211950810 Tel. (8 5) 268 6998, cl. p. rbick@mf.vu.lt

wiww mEvu ¢ Itcontent/vrbick/maujicnos
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4 priedas. Asmens informavimo forma

ASMENS INFORMAVIMO FORMA E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir MDM2
. . .. Ve bei jy substraty raiSkos tyrimai

I. Tyrimy centras: Nacionalinis V€ZIiO | gisplastiniy apgamy ir melanomos

. . pacienty éminiuose

institutas (NVI) N2016.5 )

II. Tyrimy centras: Vilniaus universiteto | 2017-02-14.5versija

ligoninés  Santariskiy  kliniky filialas,
Valstybinis patologijos centras

Sio Asmens informavimo formos tikslas yra supazindinti Jus su tyrimu,
kad galétumeéte nuspresti, ar norite jame dalyvauti. Jei perskaicius §ig Asmens
informavimo forma, informacija, susijusi su atliekamu tyrimu, Jums bus
neaiski ir Jus turésite papildomy klausimy, turite teise kreiptis j tyréja arba jo
atstova, kad suteikty Jums visg norimg papildomg informacija.

Kvie¢iame Jus sutikti dalyvauti moksliniame tyrime“E3 ubikvitino ligaziy
FBW7 ir MDM2 bei jy substraty raiskos tyrimai displastiniy apgamy ir
melanomos pacienty éminiuose” ir duoti operacijos metu Jums pasalinto
navikinio audinio méginj, kuris liks po visy Jums atlikty reikalingy
diagnostiniy procediiry (pvz. histologinis tyrimas — galutinei diagnozei
nustatyti).
Mokslinio tyrimo tikslas
Melanoma — viena agresyviausiy odos vézio formy. Pastaraisiais metais
pasaulyje taikomi nauji vaistai melanomos gydymui, kurie pradinio gydymo
metu yra efektyvis, taciau pasizymi dideliu toksiskumu, greitai iSsivysto
atsparumas preparatams. Todél aktualu ieskoti naujy gydymo galimybiy.
Pasaulyje suintensyvéjo doméjimasis E3 ligaziy bei Siy fermenty slopikliy
panaudojimu vézio gydymui. E3 ligazés — tai yra fermentai (baltymai), kurie
regulivoja kity misy organizme esanciy baltymy kiekj, aktyvuma bei
degradacija (sunaikinimg). Literatiros duomenimis, jau nustatyta, kad kai
kuriy $iy ligaziy (fermenty) kiekis melanomos Igstelése mazéja melanomai
progresuojant, o kity kiekis, atvirksciai, melanomai progresuojant — didéja.
Sio tyrimo metu planuojame istirti $iy ligaziy genus ir baltymus, kuriy kiekis
kinta progresuojant ligai. Tai galéty biiti naujos gydymo galimybés gydant
melanomg bei nauji prognostiniai Zymenys (rodikliai) ligos eigai numatyti.
Sis tyrimas atliekamas Nacionalinio véZio instituto Moksliniy tyrimy
centre ir Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy kliniky filiale,
Valstybiniame patologijos centre.

Sio biomedicininio tyrimo tikslas — nustatyti FBW7 ir MDM2 E3

ubikvitino ligaziy vaidmen;j vystantis melanomai ir pasiiilyti galimas naujas
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gydymo galimybes. Atlikti pacienty stebéseng ir statistiSkai jvertinti, ar yra
rySys tarp minéty ligaziy (fermenty) kiekio ir ligos eigos ir pacienty
iSgyvenamumo. Tyrimo metu bus nustatoma E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir
MDM2 raiska mRNR ir baltymy lygmenyje tiriant pacienty displastiniy
apgamy ir melanomos éminius (navikinis audinys po operacinio pasalinimo).
RNR - tai ribonukleino rtigstis, kuri yra visy gyvy organizmy lastelése.
RNR grandingje yra uzkoduota genetiné informacija. Miisy organizmo
lastelés naudoja RNR (mRNR ), kad programuoti (reguliuoti) baltymy
gamybg. Baltymai jeina j Igsteliy ir audiniy sudétj, jy pagalba formuojami
lasteliy ir audiniy griauciai, reguliuojama normali organizmo veikla,
kovojama su infekcijomis, atlickamos sudétingos cheminés reakcijos ir Kita.
Baltymy kiekis gali pasikeisti tam tikry ligy metu, taip pat ir onkologiniy.
Nustatant baltymy kiekio pokycius prie tam tikry onkologiniy ligy, galima
prognozuoti ligos eiga, parinkti tinkamus vaistus gydymui. Pavyzdziui, Sio
tyrimo metu mes pasalintame navike nustatysime tam tikro baltymo kiekj ir
taip pat mRNR, kuri atsakinga biitent uz Sio baltymo gamyba, kiekj. Tokiu
budu gausime informacija apie baltymy ir mRNR kiekj i§ daugelio tokiy paciy
naviky (Siuo atveju, melanomos arba displastinio apgamo) ir galésime
padaryti iSvada, ar tam tikro baltymo arba mRNR kiekis jtakoja ligos
atsiradimg ir progresavima. Tokia informacija padés mokslininkams labiau
suprasti procesus, kurie vyksta naviko lastelése, o ateityje ir kurti vaistus.
Beveik kiekvienas Zzmogus savo odoje turi nuo keliy iki keliy deSiméiy
apgamy. Apgamai tai nuo $viesiai iki tamsiai rudos spalvos démelés arba
mazgeliai, iSsidéstg jvairiose musy odos vietose. Paprastai tam tikram zmogui
budingi mazdaug panasiis, vienodos spalvos ir formos apgamai. Apgamai gali
biti jgimti, su kuriais gimstam, arba jgyti, kurie atsiranda véliau. Apgamai
laikomi gérybiniais navikais. Tipinis gérybinis apgamas — vienodos nuo rusvai
rudos iki tamsiai rudos spalvos démelé arba mazgelis, jo krastai lygus,
simetriSki. Displastinis apgamas — tai pigmentinis apgamas su atipijos
pozymiais, jy krastai gali biiti nelygts, forma nesimetriska, turi iskart dvi arba
daugiau spalvy. Tokie apgamai yra pavojingi tuo, kad i§ jy gali iSsivystyti
melanoma. Melanoma — tai agresyviausias ir pavojingiausias piktybinis odos
navikas, todél diagnozavus displastinj apgamg jj butina paSalinti chirurginiu
biidu, kad iSvengti melanomos atsiradimo rizikos. Melanomos pagrindinis
gydymo budas taip pat chirurginis, tafiau operuojama placiau.
Medikamentinis (chemoterapija) gydymas taikomas pazengus ligai, kai
iSplinta metastazés.
Jei Jiis sutiksite dalyvauti tyrime ir pasakysite TAIP
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Dalyvavimas tyrime yra savanoriS$kas. Tyrime kvie¢iami dalyvauti visi
pacientai nuo 18 mety, kuriems NVI diagnozuota odos melanoma arba
displastinis apgamas. Planuojama, kad tyrime dalyvaus apie 100 pacienty.
Tyrimo trukmé 4 metai.

Visos su moksliniu tyrimu susijusios procediiros asmeniui bus atlickamos
atvykus j NVI gauti reikalingas standartinio gydymo ar diagnostikos
procediiras.

Prie§ pradedant gydyma, bus i$samiai istirta Jiisy sveikatos buklé. Jums bus
atlikti visi reikalingi tyrimai. Jprastai Jums paskirto operacinio gydymo metu
bus pasalintas navikas (melanoma arba displastinis apgamas). Biopsiné arba
pooperaciné medziaga (navikas) bus tiriama gydytojy patology Valstybiniame
patologijos centre jprastine tvarka. Jeigu galutiné patologiné diagnozé bus
odos melanoma arba displastinis apgamas, likutiné $io darinio dalis, kuri bus
nereikalinga Jusy tyrimams, bus uzSaldoma arba parafinizuota (jdéta j
parafing)ir perduodama tyréjams mokslininkams j Moksliniy tyrimy centra.
Taip pat i$ ligos istorijos bus patikslinta ir surinkta papildoma informacija apie
Jusy gydyma ir perduota tyréjams. Patikslinta informacija gali biiti apie Jusy
amziy, diagnoze, ligos istorija, medikamentinj gydyma bei atsaka i skirta
gydyma.

perduota tyré¢jams, méginiai bus apdoroti, uzsaldyti ir saugomi iki tyrimo
pradzios. Informacija apie Jiisy méginj ir ligos istorija, neatskleidziant jokiy
asmeniniy duomeny, bus patalpinta tam skirtoje moksliniy tyrimy
kompiuteringje duomeny bazéje. Jusy meginiams bus tik suteiktas tam tikras
identifikacinis numeris, neatskleidziant jokios informacijos apie jus.

Veéliau, panaudojus specialius biocheminius diagnostinius metodus (tyrimus),
i§ Jasy uzSaldytos pooperacinés medziagos (naviko), bus nustatyti tam tikri
baltymai ir genai, kurie gali biiti susij¢ su Jiisy ligos eiga.

Ar aS turésiu kazkokios naudos atiduodamas savo audinius?

Jei nuspresite dalyvauti moksliniame tyrime, Sis dalyvavimas gali buti
naudingas Jums, nes Sio tyrimo rezultatai padés mokslininkams tyréjams ir
sveikatos prieziliros specialistams geriau suprasti ir stebéti Jusy ligos eiga,
geriau i8tirti Sios ligos molekulinius procesus, prognozuoti tolimesne ligos
eiga. Taip pat Siy rezultaty pagalba bus kuriamos ir vystomos pazangesnés
melanomos diagnostikos, gydymo ir priezitiros strategijos.

Ar man bus mokama uz tyrimg?

Dalyvaudamas Siame projekte Jis negausite jokio uzmokescio.

Sio tyrimo metu néra jokiy tikimybiy, kad Jas galésite biiti paZeistas fiziskai
ar psichologiskai, nes Jusy asmeninis dalyvavimas projekte yra minimalus.
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Ar yra kokia nors rizika man dalyvaujant Siame tyrime?

Sutikdamas atiduoti savo pooperacing medziaga (odos navikas) moksliniams
tyrimams Jiis niekuo nerizikuojate, jums nekyla jokios grésmeés dél paskirto
ar galimo skirti tolesnio Jusy gydymo. Tyrimui yra paimami tik po operacijos
like biologiniai audiniai, kuriy jau nebereikia iStyrimui. Taip pat mes
nepraSome Jisy saugoti S§iy méginiy. Sutikdami dalyvauti Siame
biomedicininiame tyrime, Jus sutinkate, kad po operacijos like Jusy audiniai
bus uzSaldomi ir saugomi Moksliniy tyrimy centre ir bus naudojami §io
biomedicininio tyrimo tikslais.

Zalos, patirtos dalyvaujant tyrime, atlyginimas.

Jei tyrimo metu Jums bus padaryta kokia nors Zzala, Zalos, susijusios su
moksliniu tyrimu, atlyginimas bus kompensuotas LR jstatymuose ir teisés
aktuose numatyta tvarka.

Jei a$ nenoriu dalyvauti tyrime? Ar turiu kita pasirinkimo galimybe?
Jusy apsisprendimas dalyvauti Siame tyrime yra laisvas, tik Jisy asmeninis
sprendimas leis mums jtraukti Jus i tyrima. Atsisakymas dalyvauti Siame
tyrime niekaip nepakeis numatyto ar jums jau paskirto gydymo ar iStyrimo
taktikos.

Jei a$ pakeisiu savo nuomong ir norésiu atsiimti savo méginius?

Jus galite pasitraukti i§ mokslinio tyrimo bet kuriuo metu, nerizikuodami Jusy
biisima medicinine prieziiira.

Jei Jus pakeisite savo nuomone ir nebenorésite dalyvauti Siame tyrime,
prasome susisiekti su pagrindiniu tyré¢ju ar kitais zemiau nurodytais
asmenimis, pakvietusiais Jus dalyvauti tyrime, ir bet kokiu metu Jus galésite
buti iSbrauktas i§ tyrimo. Jisy méginiai nebus renkami ir panaudojami
tyrimui, nebus renkama jokia papildoma informacija apie Jusy ligg, Jasy
méginiai bus sunaikinti. Tac¢iau jei Jus apsigalvosite nedalyvauti tyrime, kai
jau su Jusy méginiais bus atlikti tyrimai ir méginiai jau bus panaudoti, tuomet
Jiisy méginiy sunaikinimas bus nejmanomas.

Ar mokslininkai tyréjai Zinos visa informacija apie Jus, kas Jis esate?
Ne. Mokslininkai tyréjai, kurie tyrinés Jusy audinius, nezinos nei Jisy vardo,
nei pavardés. Jis turite teis¢ ] privatumg ir Jusy privatumo teisé nebus
paZzeista. Visa su Jumis susijusi informacija bus laikoma konfidencialia ir
nebus atskleidZiama, vadovaujantis galiojanciais jstatymais.

Jusy naviko audiniai, medicininé informacija (ligos diagnozé, nustatymo data,
taikytas gydymas, ligos eiga — duomenys i$ Jisy NVI medicininés kortelés)
apie Jus bus uzkoduota ir tyréjams bus perduodamas tik suteiktas kodas. Tik
Moksliniy tyrimy centras zinos ir saugos Jisy asmenin¢ informacija, kurios
pagalba galima bus Jus identifikuoti (pvz., Jisy vardas, pavard¢, adresas,
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telefono Nr.). JUs turite teis¢ susipazinti su savo asmens duomenimis ir teis¢
reikalauti iStaisyti neteisingus, neiSsamius, netikslius savo asmens duomenis.
Pagrindiné tyréja dr. Kristina Bielskiené ir gydytoja dermatologé-onkologé
Julija Moziiraitiené saugos $ig informacija, kuri bus suderinta su Jums suteiktu
identifikaciniu kodu. Kiti tyrimo dalyviai neturés prieigos prie Jisy asmeninés
informacijos.

Publikuojant mokslinius straipsnius, kuriuose gali buti skelbiami §io tyrimo
rezultatai, Jusy vardas ar pavardé niekur nebus atskleisti.

Pasira§ydami Sig sutikimo forma, Jus sutinkate, kad gauti duomenys
(informacija) biity panaudojami moksliniy tyrimy tikslais, neatskleidziant
Jiisy tapatybés.

Tyrimo protokolai bus saugomi NVI dokumenty archyve, vadovaujantis
kasmet tvirtinamais dokumentacijos planais. Byly saugojimo terminai
nurodomi vadovaujantis Lietuvos Respublikos dokumenty ir archyvy
jstatymo ir Bendryjy dokumenty saugojimo terminy rodykle.

Tyrimas baigiamas 2020.12 mén., ir i§ karto asmens duomenys bus
sunaikinami. Duomeny valdytojo (NVI) patvirtintas rasytinis dokumentas,
reglamentuojantis duomeny sauga - 2016 m. rugs¢jo 6 d. NVI direktoriaus
1sakymas Nr.R8-226 ,,Dél Nacionalinio Vézio Instituto informacinés sistemos
nuostaty ir duomeny saugos nuostaty patvirtinimo*.

Ar tyréjai susisieks su manimi papildomai?

Pries tai nurodyty tyrimo centry personalas gali papildomai su Jumis susisiekti
ir paprasyti patikslinti kokios nors trikstamos informacijos. Kiti tyréjai
neturés jokios galimybés su jumis kontaktuoti.

Ar a$§ gausiu informacija apie tolesnj mano biologiniuy méginiy
panaudojimg?

Tyrimo rezultatai bus prieinami mokslininkams tyréjams, Siy duomeny
analizé atne§ platesng naudg melanoma sergantiems pacientams. Jais
remiantis bus kuriamos naujos vézio diagnostikos ir gydymo strategijos
ateities karty onkologiniams ligoniams. Jus turite teis¢ gauti informacija apie
Jisy méginio tyrimo rezultatus. Jei norésite suzinoti apie Jisy méginio tyrimo
rezultatus, praSome kreipkités j tyréjas dr. Kristing Bielskiene arba gydytoja
Julija Moziraitieng (kontaktiné informacija nurodyta Zemiau).

Kas yra atsakingi asmenys uz §j tyrima?

Sis tyrimas atliekamas Nacionaliniame véZio institute ir Vilniaus universiteto
ligoninés SantariSkiy kliniky filiale, Valstybiniame patologijos centre.
Pagrindiné tyréja Mokslinio tyrimo centro mokslo darbuotoja dr. Kristina
Bielskiené, taip pat tyréja gydytoja dermatovenerologé — onkologé Julija
Moziiraitiené.
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ISkilus bet kokiems klausimams, praSome kreiptis j jas. Tel. (8 5) 2190909,
El. P. kristina.bielskiene@nvi.lt; julija.mozuraitiene@nvi.lt.

Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas
atlikti §j tyrima: gautas 2016 Adresas: M.K. Ciurlionio 21/27, 228 kab., LT-
03101, Vilnius, Tel./faksas: (8 5) 2686998, el. pastas: rbtek@mf.vu.lt
Valstybinés duomeny apsaugos inspekcijos leidimas duomeny valdytojui
(NVI) atlikti asmens duomeny tvarkyma: gautas 2016 Adresas: A.
Juozapaviciaus g. 609310 Vilnius

Tel. (8 5) 279 1445, Vieno langelio tel. (8 5) 271 2804, Faks. (8 5) 261 9494,
El. p. ada@ada.lt

123


mailto:kristina.bielskiene@nvi.lt
mailto:julija.mozuraitiene@nvi.lt
mailto:rbtek@mf.vu.lt

5 priedas. Informuoto asmens sutikimo forma

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

E3 ubikvitino ligaziy FBW?7 ir MDM2 bei
Pasira§ydamas(- a) §12} forrn’c}, Jis ju substraty raiSkos tyrimai displastiniy

L. L. . apgamy ir melanomos pacienty éminiuose
patvirtinote, kad perskaitéte ir supratote | 1-2016-5

Jums pateikta Asmens informavimo | o o in oV

forma ir savo noru sutinkate dalyvauti

Nacionalinio vézio institute ir Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy
kliniky filiale, Valstybiniame patologijos centre vykdomame moksliniame
tyrime ,,E3 ubikvitino ligaziy FBW7 ir MDM?2 bei jy substraty raiskos tyrimai
displastiniy apgamy ir melanomos pacienty éminiuose” , kurio tikslas —
nustatyti FBW7 ir MDM2 E3 ubikvitino ligaziy vaidmenj vystantis
melanomai ir pasitlyti galimas naujas gydymo galimybes. Sutinkate, kad po
operacijos like Jusy biologiniai audiniai biity uz$aldomi ir saugomi NVI
Moksliniy tyrimy centre, tyrimo metu gauti duomenys apie onkologing liga,
diagnostika ir gydyma bus saugomi vadovaujantis Lietuvos respublikos

Asmens duomeny apsaugos jstatymu, o paimti Jisy biologiniai méginiai ir
klinikiné informacija bus panaudota atlickant mokslinj tyrima. Jisy asmeniné
informacija (vardas, pavardé, asmens kodas, gyvenamoji vieta, kt.) nebus
atskleista ir panaudota.

PasiraSydamas(-a) Sig forma, Jus patvirtinote, kad NVI personalas Jums
paaiskino $ios veiklos pobudj, procediiras, naudg ir rizika, atsaké j visus Jusy
pateiktus klausimus.

Jus supratote, kad galite pasitraukti i§ mokslinio tyrimo bet kuriuo metu ir
kad toks Jusy veiksmas nepaveiks Jiisy tolesnio medicininio gydymo bei
prieziiiros.

Jiis gausite pasiraSytg Sios Informuoto asmens sutikimo formos kopija.

Pasira§ydamas(-a) Sig forma, Jus leidZiate naudoti gautus i§ Jisy méginius ir
su jais susijusig kliniking informacija neatskleidziant Jiisy tapatybés.
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A8, zemiau pasira$gs, pareisSkiu:

Sutinku, kad po operacijos lik¢ mano biologiniai audiniai buity uzsaldomi ir
saugomi NVI Moksliniy tyrimy centre.

Taip o Ne o
Sutinku, kad po operacijos like¢ mano biologiniai audiniai biity panaudoti
moksliniam tyrimui:

Taip o Ne o

Informacija apie mano dalyvavimg moksliniame tyrime leidziu suteikti:

Vardas, pavardé(didziosiomis spausdintinémis raidémis),tel. Nr.

Tyrimo dalyvio parasas data

Tyrimo dalyvio vardas, pavardé (didZiosiomis spausdintinémis raidémis)

AS, Zemiau pasirases, iSsamiai paaiSkinau visg svarbig su moksliniu tyrimu
susijusig informacija auk$¢iau nurodytam tyrimo Dalyviui

Sutikimg gaunancio gydytojo vardas, pavardé, parasas, spaudas,
data

Kontaktiniai asmenys (informacijos pasiteiravimui):
NVI Biobanko mokslo darbuotoja

Dr. Kristina Bielskiené

Tel.: 8(5)2190909

el. pastas: kristina.bielskiene@nvi.lt

NVI Konsultacinés poliklinikos
Gydytoja dermatovenerologé — onkologé Julija Moziiraitiené, el. pastas:
julija.mozuraitiene@nvi.lt
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UZRASAMS
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