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1. WSTEP

1.1 Wprowadzenie

Pierwsze opisy czerniaka pochodzg z czasdéw starozytnych i pojawiajg sie
w pismach Hipokratesa (V wiek p.n.e.) oraz Rufusa z Efezu (przetom | i Il wieku n.e.)
[1]. Najstarsze namacalne dowody na wystepowanie tego nowotworu (w formie
przerzutow do kosci) mozna znalezé w mumiach z okresu prekolumbijskiego ze
stanowisk archeologicznych w Chancay i Chingas w Peru, ktérych wiek datuje sie na
2400 lat [1]. Pierwszg udang probe leczenia czerniaka, tj. jego wyciecie, przypisuje
sie szkockiemu chirurgowi, Johnowi Hunterowi, ktory w 1787 roku usunat

nawrotowego czerniaka z okolicy zuchwy u 35-latka [2].

Przez wiele lat czerniak byt opisywany jako ,Smiertelny guz z przerzutami
i czarnym ptynem w ciele” (fatal black tumors with metastases and black fluid in the
body) [2]. Uznanie czerniaka za odrebng jednostke chorobowg i nadanie mu nazwy
melanose nastepuje dopiero na poczatku XIX wieku, dokonuje tego wynalazca
stetoskopu, René Laénnec [2]. Autorem do dzisiaj obowigzujgcego terminu
melanoma (z greckiego melas, czyli ,czarny” oraz oma, oznaczajgcego ,guz’) jest
patolog, Sir Robert Carswell [2]. Carswell jest tez autorem szczegdtowych rycin
przedstawiajgcych przerzuty czerniaka, m.in. do moézgu [2]. | cho¢ Carswell po raz
pierwszy postuzyt sie nazwg melanoma juz w 1838 roku [2], to az to az do lat 50.
ubiegtego wieku operowano rownolegle innymi nazwami, jak na przyktad
melanosarcoma, melanocarcinoma czy nevocarcinoma [3]. Jednolite nazewnictwo
tego nowotworu nastrecza pewnych trudnosci nawet w czasach wspétczesnych,
gdzie uzywa sie zamiennie okreslen melanoma oraz melanoma malignum (czerniak
ztosliwy) [3]. Cho¢ oba terminy w zasadzie sg akceptowalne, to nazwa melanoma
malignum jest pleonazmem, jako ze kazdy czerniak z natury swej jest ztosliwy
(czerniak jako taki jest jednym z nowotwordéw o najwyzszym potencjale inwazyjnosci)
[3, 4].

Ponadto nalezy dodaé, ze skora nie jest jedynym narzgadem, w ktérym
pierwotny czerniak sie lokalizuje (nawet w 5-10% przypadkdéw moze on rozwingc¢ sie
w innych tkankach) [5]. Najczestszym pozaskdérnym miejscem lokalizacji melanoma
(w ok. 70-80%) jest gatka oczna, a doktadniej btona naczyniowa [3]. Czerniak

lokalizuje sie takze w obrebie bton Sluzowych (jama ustna, zatoki oboczne nosa,
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nosogardto, srom, dystalny odcinek jelita grubego) [3]. Nowotwor moze pierwotnie
rozwing¢ sie nawet w takich miejscach, jak opony mdzgowo-rdzeniowe, przetyk,

Slinianki, pecherzyk zotciowy, nadnercza, gruczot krokowy, ptuca czy tez rozciegna

[3].
1.2. Epidemiologia czerniaka w Polsce i na swiecie

Zapadalnos¢ na nowotwory skéry na Swiecie, w tym czerniaka, stale rosnie [6].
W roku 2015 =zarejestrowano okoto 350.000 nowych zachorowan. [7]. Prym
w zapadalnosci na czerniaka wiodg Nowa Zelandia, Australia, Stany Zjednoczone
oraz kraje europejskie (odpowiednio okoto 50, 48, 22 i 13 nowych przypadkéw na
100.000 mieszkancow) [6]. W obrebie Europy najwyzszg zapadalnoscig cechujg sie
kraje skandynawskie, Szwajcaria i Wielka Brytania, a najnizszg kraje P&twyspu
Batkanskiego, przy czym rozbieznoS¢ prawodawstwa europejskiego odnosnie
obowigzku zgtaszania zachorowania na czerniaka w poszczegdlnych krajach moze
mie¢ wptyw na statystyki [6]. Cechy predysponujgce do zachorowania to jasna
karnacja skoéry (rasa kaukaska), wiek (zapadalnos¢ wzrasta z wiekiem, Sredni wiek
zachorowania to 60 lat) oraz do pewnego stopnia pte¢ (u mezczyzn 1,5 raza czesciej,
za$ w grupie wiekowej powyzej 75 lat nowotwodr ten pojawia sie u mezczyzn 3 razy
czesciej) [6]. Zwiekszone ryzyko wystgpienia czerniaka przypisywane jest réwniez
osobom posiadajgcym wiosy w jasnym kolorze (blond, rude, jasnobrgzowe) bgdz

oczy barwy niebieskiej, zielonej lub piwnej [8].

Chociaz czerniak nie jest najczestszym nowotworem skéry — zdecydowanie
wyprzedzajg go rak podstawnokomérkowy (BCC, basal cell carcinoma)
i ptaskonabtonkowy (SCC, squamous cell carcinoma), najczestsze nowotwory
ztosliwe skory niebedgce czerniakiem — to umieralno$¢ z jego powodu jest
zdecydowanie wyzsza niz w przebiegu rozrostéw niemelanocytarnych [6]. Wynosi
ona bowiem, w przypadku czerniaka, ok. 1 zgon na 100.000 mieszkancow [7] wobec
0.12 0.3 zgonu na 100.000 mieszkancow dla, odpowiednio, BCC i SCC [6].

W Polsce rowniez obserwuje sie tendencje wzrostowg w zapadalnosci na
czerniaka, przy czym rozpoznaje sie coraz wiecej nowotwordw we wczesnym
stadium zaawansowania (79% rozpoznan w roku 2016 wzgledem 69% w roku 2006),
podczas gdy udziat czerniaka uogdlnionego w rozpoznaniach spada (spadek z 12%

do 9%) [9]. Niemniej jednak czerniak skory jest nieczestg (dziesigtg) przyczynag
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zachorowalnosci na nowotwor ztosliwy zarébwno u mezczyzn, jak i u kobiet, stanowigc
odpowiednio 2,1% i 2,4% nowych zachorowan (w liczbach bezwzglednych — 1695
i 1971 zachorowan) [9]. Dos¢ podobnie sytuacja ksztattuje sie na poziomie
regionalnym — w wojewodztwie dolnoslgskim u obu ptci melanoma stanowi 2,1%
nowych rozpoznan nowotworow ztosliwych (133 zachorowania u mezczyzn i 143
u kobiet), za§ w wojewodztwie opolskim — u obu pici po 2,3% (46 zachorowan

u mezczyzn i 47 u kobiet) [9-11].

Czerniak jest réwniez rzadkg przyczyng zgondéw z powodu nowotworu
ztosliwego — plasuje sie na 15. miejscu u mezczyzn (stanowigc 1,3% zgondow
spowodowanych chorobami rozrostowymi — w liczbach bezwzglednych 742 zgony)
i na 18. miejscu u kobiet (1,4% zgondéw — w liczbach bezwzglednych 644 zgony).
Rokowanie jest gorsze u ptci meskiej; 5-letnie przezycie wynosi 57,2%, podczas gdy

u pfci zenskiej jest ono znacznie wyzsze i wynosi 71,6% [9].

W swietle najnowszych dostepnych badan nalezy rowniez zauwazy¢, ze
w Polsce wyniki leczenia czerniaka sg zdecydowanie gorsze w porownaniu z innymi
krajami europejskimi. Wprawdzie na przestrzeni lat 1990-1999 (badania
EUROCARE-3 i EUROCARE-4) doszto do poprawy $rednich piecioletnich przezy¢
dla tego nowotworu (z 55,7% do 63,0%), jednakze w nastepnym okresie, 1999-2007
(badanie EUROCARE-5) mozna mowi¢ co najwyzej o stabilizacji tego wskaznika
(61,5%) [12,13]. Jest to wynik zdecydowanie odbiegajgcy od sredniej europejskiej
(83,2%) i drugi od konca sposréd 29 analizowanych krajow — nizej plasuje sie jedynie
Butgaria z 5-letnimi przezyciami na poziomie 49,6% [13]. Jednoczesnie do krajow
z najwyzszym wskaznikiem zalicza sie, nalezgca do Zjednoczonego Krolestwa,
Irlandia Pétnocna (90,7%) oraz Szwajcaria (90,4%) [13]. Poniewaz sg to dane
wzglednie stare (siegajgce maksymalnie do 2007 roku) a jednoczesnie, jak
wspomniano wczesniej, na przestrzeni lat 2006-2016 uwidocznia sie tendencja do
diagnozowania czerniaka w coraz wczesniejszym stadium zaawansowania,
pozostaje mie¢ nadzieje, ze jeszcze nieopublikowane wyniki széstej edycji badania
EUROCARE wypadng dla Polski korzystniej. Z drugiej strony jednak wydaje sie, ze
najstabszym ogniwem w zdecydowany sposob zanizajgcym wskazniki przezyc jest
Swiadomos¢ spoteczenstwa dotyczgca samej natury czerniaka, jego objawéw oraz
czynnikdw ryzyka jego wystgpienia [14]. W zwigzku z tym powinno sie podjgé

dziatania w celu poprawy edukacji zdrowotnej w tym zakresie.



Koniecznos¢ wykrywania czerniaka w jak najwczesniejszym stadium
uwidacznia réwniez analiza 5- i 10-letnich przezy¢é ok. 46.000 pacjentow
z czerniakiem skory, pochodzgcych z 10 osrodkéw na swiecie [15]. Pacjentéw tych
sklasyfikowano wedtug najnowszej, 6smej edycji klasyfikacji stopnia zaawansowania
nowotworéw autorstwa AJCC (American Joint Committee on Cancer) [15].
W stadiach IA oraz IB przezycia 5- i 10-letnie tych pacjentéw wynoszg odpowiednio
99%, 98% oraz 97%, 94%, z kolei w stadiach IIA, 1IB oraz 1IC — 94%, 88%; 87%,
82% oraz 82%, 75% [15]. Dla podtypéw w stadium |l mozna juz zauwazy¢ znaczne
pogorszenie prognozy — o ile w stadium IlIA odsetek przezy¢ 5- i 10-letnich siega
odpowiednio 93% i 88%, o tyle w stadiach 1lIB, IlIC oraz IlID odsetki te wynoszg juz
83%, 77%; 69%, 60% oraz jedynie 32%, 24% [15]. Dla stadium IV wedlug ésmej
edycji AJCC nie udato znalez¢ sie wiarygodnych danych; bazujgc na badaniach
postugujgcych sie siodmg edycjg, mozna stwierdzi¢, ze w zaleznosci od lokalizacji
przerzutow 5- i 10- letnie przezycia wynoszg odpowiednio ok. 10-30% i 5-25% [16].
Mimo pewnych zmian wprowadzonych w &ésmej edycji klasyfikacji nowotworow,
wydaje sie, ze odsetek 5- i 10-letnich przezy¢ dla stadium IV bedzie ksztaltowac sie

podobnie.
1.3. Podtypy czerniaka

Za najbardziej popularng klasyfikacje czerniaka mozna uznac te powstatg na
podstawie prac Clarka i wsp. oraz McGoverna [17,18]. Bazuje ona na cechach

klinicznych i histopatologicznych czerniaka, i obejmuje pie¢ podtypow:

1. czerniaka rozwijajgcego sie z plamy soczewicowatej (lentigo maligna
melanoma, LMM),

2. czerniaka szerzgcego sie powierzchownie (superficial spreading melanoma,
SSM),

3. czerniaka guzkowego (nodular melanoma, NM),

4. czerniaka akralnego badz odsiebnych czesci konczyn (acral lentiginous
melanoma, ALM),

5. czerniaka bton sluzowych (mucosal melanoma, MCM).

W przypadkach, w ktérych cechy kliniczno-patologiczne nowotworu nie umozliwiajg
zaklasyfikowania go do jednej z powyzszych kategorii, moéwi sie o postaci

niesklasyfikowanej (unclassifiable).



Powyzsza klasyfikacja pomija jednak czerniaka btony naczyniowej oka. Stad
tez niektorzy proponujg inny podziat, ktéry uwzglednia réwniez ten typ czerniaka.
W tym przypadku wyrdznia sie czerniaka skory nieakralnego (obejmujgcego LMM,
SSM, NM), ALM, MCM oraz czerniaka btony naczyniowej oka [19]. Klasyfikacja taka,
poza objeciem praktycznie catego spektrum czerniakéw, odzwierciedla tez odmienng
biologie i rokowanie poszczegodlnych typodw; mianowicie czerniak nieakralny cechuje
sie lepszg prognozg niz pozostate typy, a ponadto wystepujgce w nim mutacje sg
inne niz w ALM, MCM czy czerniaku btony naczyniowej oka [19]. ALM oraz MCM
posiadajg wiele wspdlnych cech — wykazujg podobne mutacje i wystepujg
w miejscach, ktére nie sg mocno eksponowane na promieniowanie ultrafioletowe
[20]. Szczegoty dotyczgce biologii molekularnej czerniaka zostang opisane w

dalszych rozdziatach.

LMM wystepuje u ok. 10% oséb rasy biatej [3]. Nie jest to najczestszy podtyp
czerniaka, jednakze niektore badania wskazujg, ze wykazuje sie on najwiekszg
dynamikg wzrostu zapadalnosci [21]. Typowo pojawia sie u o0sob starszych,
Z nieznaczng przewagg kobiet, w miejscach narazonych na dziatanie promieniowania
stonecznego (skéra gtowy, szyi, twarzy) [3]. W tychze miejscach poczatkowo
pojawiajg sie zmiany barwnikowe, tzw. piegi Hutchinsona (freckle of Hutchinson) czy
plamy soczewicowate (lentigo maligna, LM) bedgce matymi, brgzowymi badz
czarnymi plamkami lezgcymi w poziomie skory [3]. Okres transformaciji LM w LMM

jest dhugi, moze wynosic kilkanascie lat [3].

SMM jest najczestszym podtypem u osob rasy biatej (ok. 70%) i choc,
podobnie jak LMM, nieco czesciej wystepuje u kobiet, to typowo pojawia sie
w mtodszym wieku (mediana to ok. 44 lata) [3]. Moze sie pojawia¢ w miejscach
narazonych na promieniowanie stoneczne, jak i w tych nieeksponowanych na
promieniowanie UV; typowo u kobiet pojawia sie na podudziach, a u mezczyzn
w goérnej czesci grzbietu [3]. Czesto przyjmuje postaé zmiany z niewyraznym
odgraniczeniem od skory niezmienionej chorobowo i z rogowaciejgcg powierzchnig
(hyperkeratotic surface); moze by¢ wielobarwny i sktada¢ sie z barw czarnej,
brgzowej, niebieskiej, czerwonej czy biatej [3]. W porownaniu do LMM okres

przejscia w postaé inwazyjng jest krotszy, zwykle wynosi 4-5 lat [3].



NM stanowi ok. 10% przypadkow czerniaka u oséb rasy biatej i czesciej
wystepuje u mezczyzn [3]. Sposrdod trzech dotychczas omawianych podtypéw ten
cechuje sie najbardziej agresywnym przebiegiem [3]. Zazwyczaj pojawia sie na
skorze de novo, typowo na szyi, tutowiu czy gtowie [3]. Zmiana rosnie szybko, ma
gtadka badz wrzodziejgacg powierzchnie, o jednolitym zabarwieniu — zazwyczaj
ciemnym, czarnym, czy tez niebieskim, czerwonym, szarym; zdarzajg sie rowniez

postaci bez barwnika (amelanotyczne) [3].

ALM u oso6b rasy biatej wystepuje rzadko, w okoto 5 procentach,
zdecydowanie czesciej za$ u osdéb rasy czarnej (ok. 35%) czy pochodzgcych
z krajow Dalekiego Wschodu (49-75%) [3,22]. Zaobserwowa¢ mozna niewielkg
przewage kobiet [3]. Podtyp ten przypomina LMM, z tg réznica, ze typowo pojawia
sie u mtodszych osob, lokalizuje sie na dioniach i podeszwach, nie ma zwigzku
z przewlektym narazeniem na promieniowanie stoneczne i zazwyczaj w momencie

diagnozy gtebiej penetruje skore [3].

W obrebie ALM miedci sie takze czerniak podpaznokciowy, bedgcy rzadkag
postacig melanoma (ok. 1-3% os6b rasy biatej) [3].

MCM jest podtypem rzadkim, stanowigcym ok. 2% wszystkich przypadkow
czerniaka [3]. Jak wspomniano wczesniej, najczesciej wystepuje na sluzéwkach jamy
ustnej, sromu i dystalnego odcinka jelita grubego, cho¢ mozliwe sg inne lokalizacje

[3]. Jest to podtyp rokujgcy zle [23].

Prawie wszystkie podtypy (LMM, SSM, ALM, MCM) cechujg sie dwufazowym
modelem wzrostu, skfadajgcym sie z wolniejszej fazy radialnej (poziomej,
horyzontalnej) oraz szybszej wertykalnej (pionowej) [3,24]. Faza radialna polega na
stopniowym, wzglednie wolnym, odsrodkowym rozrosScie zmiany na poziomie
potgczenia skdrno-naskorkowego [3]. Zmiana w tym okresie jest ptaska, a jej zarysy,
nawet jesli sg nieregularne, przypominajg okrgg badz elipse [3]. Potencjat do
przerzutowania takiej zmiany jest zerowy badz niewielki [3]. Nastepna faza,
wertykalna, wigze sie ze zmiang kierunku rozrostu zmiany z poziomego na pionowy,
do gtebszych warstw skory [3]. Zmiana przybiera postaC szybko powiekszajgcego
sie, macalnego guzka bgdz guza [3]. Wraz z progresjg zmiany dochodzi do

naciekania naczyn krwionosnych i chtonnych, a nastepnie przerzutowania [3].
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Jak wspomniano wczesniej, podtyp guzkowy czerniaka (NM) nie wykazuje
dwufazowego wzrostu; w jego przypadku faza radialna nie wystepuje (badz jest
bardzo krétka); praktycznie od samego poczatku nowotwdr proliferuje w kierunku

wertykalnym [3].
1.4. Wspétczesny stan wiedzy o melanomagenezie

Melanocyty, z ktorych czerniak sie wywodzi, sg komérkami o rozgatezionym,
dendrytycznym ksztatcie, wytwarzajgcymi barwnik, melaning, dostarczany do
sgsiadujgcych z nimi keratynocytow [25,26]. Jest to czgsteczka zdolna do
rozpraszania i absorpcji promieniowania ultrafioletowego i jej zadaniem jest ochrona
keratynocytéw przed szkodliwym dziataniem tego promieniowania na DNA [26]. Do
jej syntezy dochodzi w wyspecjalizowanych organellach zwanych melanosomami
[27]. Proces ten jest aktywowany przez pobudzenie receptora dla melanokortyny 1
(MC1R, melanocortin 1 receptor) przez melanotropine a (aMSH, a-melanocyte-
stimulating hormone), ktéra z kolei wydzielana jest wskutek uszkodzen DNA
zadanych keratynocytom przez promieniowanie ultrafioletowe [26]. Melanocyty skory
typowo lokalizujg sie w obrebie warstwy podstawnej naskérka (stanowigc ok. 10%
komoérek tej warstwy), potaczenia skdrno-naskérkowego oraz mieszkéw wiosowych
[27,28]. Wywodzg sie one ze struktur grzebienia nerwowego, skad migrujg one na
wczesnym etapie rozwoju prenatalnego do skoéry, a takze bton S$luzowych,
naczyniowki oraz opony migkkiej i pajeczej [3]. Mogg one réwniez wedrowac¢ do
innych tkanek miekkich w organizmie; to wszystko ttumaczy, dlaczego pierwotny
czerniak moze sie rozwija¢ w tak wielu réznych lokalizacjach [3]. Z drugiej strony
jednak pojawiajg sie hipotezy, ze melanocyty wystepujgce w skérze mogg mieé inne
pochodzenie od tych wystepujgcych poza nig; na poparcie tego twierdzenia podaje
sie fakt, ze garnitur mutacji charakteryzujgcy czerniaka skory jest zdecydowanie inny

niz ten wystepujgcy w pozaskornych czerniakach [26].

Kluczowg role w powstawaniu czerniaka odgrywa narazenie na
promieniowanie ultrafioletowe skutkujgce uszkodzeniami w obrebie DNA
i w konwekwencji powstaniem mutacji, ktére z czasem ulegajg kumulacji [29].
Najbardziej szkodliwa jest nasilona, przerywana ekspozycja na swiatto stoneczne
w mtodym wieku [29]. Czerniaki powstate na jej skutek pojawiajg sie zwykle u ludzi

w miodszym wieku i czesto rozwijajg sie w obrebie wczesniej istniejgcych znamion
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[28]. W partiach skory narazonych na przewlekte dziatanie promieni stonecznych
réwniez moze rozwingc sie czerniak; w tych przypadkach nowotworzeniem dotknieci
sg ludzie wzglednie starsi i nowotwdr rzadko poprzedzony jest wystgpieniem

znamienia [28].

Melanoma jest nowotworem moggcym wystepowacC zarowno sporadycznie
(ok. 90% przypadkéw, jak i rodzinnie (ok. 10% przypadkéw) [4,29]. W przypadku
czerniaka nabytego kluczowg role odgrywajg zmiany w dwoch Sciezkach
sygnalizacyjnych, zas czerniak powodowany mutacjami germinalnymi ma odmienne

podtoze molekularne.

Pierwszg z drég sygnalizacyjnych odgrywajgcych role w melanomagenezie
jest Sciezka kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (mitogen-activated protein
kinase, MAPK), zwana tez sciezkg RAS/RAF/MEK/ERK [30]. Petni ona rozliczne
funkcje, m.in. reguluje proliferacje, roznicowanie i apoptoze komoérek, bierze takze
udziat w embriogenezie [31]. Kaskada ta rozpoczyna sie od zwigzania czgsteczki
sygnatowej (np. czynnika wzrostu) przez btonowy receptor o aktywnosci kinazy
tyrozynowej (receptor thyrosine kinase, RTK) [32]. Receptor ten ulega dimeryzacji,
a nastepnie dokonuje sie skomplikowany proces skutkujgcy fosforylacjg biatek
z rodziny RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma): ARAF, BRAF, CRAF [32].
W procesie tym biorg udziat trzy grupy biatek [32]. Pierwsza grupa obejmuje biatka
adaptorowe (wigzgce aktywowane RTK oraz GEF, oméwione dalej) [32]. W drugiej
grupie znajdujg sie biatka GEF (guanine-nucleotide exchange factor, czynnik
wymiany nukleotydu guaniny), ktére po aktywacji RTK wedrujg w poblize btony
komérkowej i przeprowadzajg wymiane guanozynodifosforanu (GDP, guanine
nucleotide diphosphate) na guanozynotrifosforan (GTP, guanine nucleotide
triphosphate) w enzymach zwanych matymi GTP-azami (SGTPs, small guanine
triphosphatases), do ktérych zalicza sie rodzine biatek RAS (rat sarcoma): HRAS,
KRAS, NRAS [32]. Wreszcie trzecig grupe tworzg wspomniane GTP-azy, ktore
fosforylujg biatka RAF resztg fosforanowg pochodzgcg od przytgczonego do enzymu
GTP, wskutek czego SGTPs z powrotem zawierajg przytgczony GDP i, by méc
przeprowadza¢ nastepne reakcje, musi nastgpi¢ kolejna wymiana GDP-GTP
katalizowana przez GEF [32]. Biatka RAF majg aktywnosc¢ kinaz i po aktywacji mogg
fosforylowac (i tym samym aktywowac) dalsze molekuty, MEK-1 i MEK-2 (kinaze 1
MAPK/ERK i kinaze 2 MAPK/ERK, MAPK/ERK kinase-1 and -2) [32]. Réwniez te
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biatka sg kinazami; aktywowane dokonujg fosforylacji nastepnych biatek, ERK1
i EKR2 (kinazy 1 i 2 regulowane sygnatem zewngtrzkomoérkowym; extracellular
signal-regulated kinase-1 and -2) [32]. Te biatka fosforylujg dalsze, wptywajgc na

procesy komérkowe zwigzane z proliferacjg, migracja i réznicowaniem [32].

Warto wspomnie¢, ze szlak MAPK jest regulowany; do kluczowych
regulatorow mozna zaliczy¢ produkt genu NF1 (neurofibromin 1), ktéry dziata
supresorowo na aktywno$¢ biatek z grupy RAS, katalizujgc reakcje odwrotng do tej

przeprowadzanej przez GEF [31,33].

Niekontrolowana aktywacja sciezki MAPK prowadzi do progresji nowotworu
[32]. Kluczowe mutacje tego szlaku dotyczg przede wszystkim biatek RAF,
najczesciej zas BRAF (ok. 40-60% przypadkow czerniaka skory), z czego
najczestsza mutacja to V600OE (zamiana waliny na kwas glutaminowy), stanowigca
okoto 90% mutaciji tego genu [34]. Poniewaz mutacje w obrebie BRAF wystepujg tez
w znacznym odsetku w znamionach tagodnych, ktére pozniej nie ulegajg ztosliwieniu,
wysunieto hipoteze, ze stanowig one pierwszy etap nowotworzenia, ale izolowane,
bez dodatkowych mutacji, nie prowadzg jeszcze do niekontrolowanej
melanomagenezy [31,34]. Inng grupg biatek ze szlaku MAPK o duzym znaczeniu
w nowotworzeniu sg biatka RAS, a zwtaszcza NRAS; w ich przypadku réwniez
najczesciej dochodzi do powstania mutacji punktowych, zazwyczaj w kodonach
Q60/61 i G12/13 [34]. Podobnie jak w przypadku BRAF, mutacje NRAS czesto
wykrywane sg w fagodnych znamionach i réwniez nie sg wystarczajgce do rozwoju
czerniaka [28,31,34].

Drugg sciezkg sygnalizacyjng majgcg znaczenie w progresji nowotworu jest
szlak PTEN/PI3K/AKT/mTOR [35]. Bierze on udziat we wzroscie komorek, regulaciji
cyklu komoérkowego i proliferacji, metabolizmie wewnatrzkomérkowym i reorganizacii
cytoszkieletu [35]. Gtéwnym biatkiem w tym szlaku jest kinaza 3
fosfatydyloinozytolowa (PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase), ktéra w warunkach
fizjologicznych aktywowana jest przez RTK oraz receptory zwigzane z biatkiem G
(GPCR, G-protein coupled receptor), w tym réwniez NRAS, wskutek czego enzym
moze dokonywacC fosforylacji  4,5-difosforanu  fosfatydyloinozytolu  (PIP2,
phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) do 3,4,5-trifosforanu  fosfatydyloinozytolu
(PIP3, phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) [35,36]. Z kolei PIP3 wzmacnia site
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sygnalizacyjng sciezki PTEN/PI3K/AKT/mTOR, rekrutujgc rézne biatka zawierajgce
domeny wigzgce lipidy, m.in. kinaze serynowo-treoninowg AKT oraz kinaze 1
zalezng od fosfoinozytydu (PDK1, phosphoinositide-dependent protein kinase-1)
[35]. Nastepnie, w poblizu btony komorkowej, PDK1 fosforyluje i aktywuje AKT, ktora
z kolei dokonuje aktywacji ponad 100 r6znych biatek [35].

Do docelowych protein dla AKT mozna zaliczy¢é m.in. kompleks 1 mTOR
(mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1), aktywowany posrednio
poprzez fosforylacje jego inhibitorow, TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) oraz
PRAS40 [37]. mTOR jest celem sygnatow powstatych wskutek dziatania réznych
czynnikdbw wzrostu, hormonoéw (np. insuliny) czy substancji odzywczych
(aminokwasow, glukozy) [37]. Innym docelowym biatkiem, o ktéorym warto
wspomnieé, jest czynnik transkrypcyjny kB (NFkB, nuclear factor-kB), aktywowany
réwniez posrednio poprzez fosforylacje i nastepczg degradacje jego regulatora, tj.
inhibitora kB (IkB, inhibitor of kB) [38]. Rolg samego NFkB jest wspieranie procesow
pomagajgcych w przezyciu komoérek — czynnik ten bowiem indukuje transkrypcje

gendw kodujgcych biatka, ktore przeciwdziatajg apoptozie [39].

Wspomnie¢ nalezy takze o biatku PTEN (phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome ten), ktory w szlaku PTEN/PI3K/AKT/mTOR pei funkcje
regulatorowg (hamujgcg) [40]. Regulowanie tej Sciezki odbywa sie w ten sposéb, ze
PTEN, bedgc fosfatazg, katalizuje defosforylacje PIP3, co doprowadza to przerwania
sygnalizacji w obrebie szlaku — docelowe, znajdujgce sie na koncu sciezki biatka nie

zostajg aktywowane [40].

Przetrwata aktywacja szlaku PTEN/PISBK/AKT/mTOR prowadzi do
zahamowania apoptozy i niekontrolowanego wzrostu nowotworu [34]. Do takiej
aktywacji moze doj$¢ w réznych mechanizmach — czy to wskutek mutacji punktowych
w genach dla PI3K badz ATK, czy to wskutek zwielokrotnienia liczby tych genow,
badz tez zmianach w genach potozonych ,wyzej w hierarchii”’, tj. PTEN (gdy dojdzie
do utraty wtasciwosci hamujgcych), NRAS (gdy dojdzie do jego przetrwatej aktywaciji)
badz KIT (gdy ulegnie przewlektej aktywacji) [34,35]. W przypadku tych dwdch
ostatnich dochodzi do jednoczesnej aktywacji dwoéch Sciezek - poza
PTEN/PI3SK/AKT/mTOR aktywowany jest szlak MAPK [34,35].
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Wedtug najnowszych danych genami najczesciej ulegajgcymi mutacji
w czerniaku skory (nieakralnym) sg BRAF (60%), NRAS (28%) i NF-1 (14%) [41].
Czerniak nieakralny niewykazujgcy tych mutacji nazywa sie potrojnie dzikim bgdz
potrojnie negatywnym [41]. Niekiedy jednak tym mianem okresla sie czerniaka skory
nieposiadajgcego mutacji w genach BRAF, NRAS oraz KIT (prawdopodobnie w tych
przypadkach uwzglednia sie czerniaka akralnego, dla ktérego KIT jest najczestszg

mutacjg) [42].

Nalezy wspomniec, ze czerniaki wystepujgce poza skorg oraz postac¢ akralna
czerniaka skory wykazujg odmienng dystrybucje mutacji. W przypadku MCM i ACM
mutacje BRAF zdarzajg sie rzadko, za to wzglednie czesto wykrywa sie mutacje
badz zwielokrotnienie kopii genu KIT — odpowiednio w 39% i 36% przypadkow (jest
to najczesciej zmutowany gen w tych postaciach czerniaka) [41,43]. Z kolei czerniak
btony naczyniowej oka w zdecydowanej wiekszosci przypadkow (ok. 80%, a wedtug
niektorych nawet 99%) wykazuje mutacje aktywujgce w co najmniej jednym z dwoch
genow GNAQ lub GNA11 [41,43]. Geny GNAQ oraz GNA11 aktywujg miedzy innymi
omawiany wyzej szlak MAPK [44]. Inna, do$¢ czesta mutacja, obejmuje gen BAP1
(w ok. 45% przypadkow); moze on wystepowaé jako mutacja germinalna i
wywotywac zespot predyspozycji do okreslonych nowotwordw, ktory zostanie opisany
dalej [41].

Wyzej wymienione zmiany molekularne wystepujg przede wszystkim jako
mutacje nabyte. Czerniak moze jednak rozwing¢ sie na podtozu mutacji wrodzonych
(germinalnych), ktére wywotujg okreslone choroby czy zespoty. Jednym ze
sztandarowych syndroméw to zespét rodzinnego wystepowania znamion atypowych
i czerniaka (FAMMM, familial atypical multiple mole melanoma syndrome),
dziedziczony autosomalnie dominujgco. Charakteryzuje sie on wystepowaniem
czerniaka u przynajmniej jednego krewnego | lub Il stopnia, duzg (powyzej 50) liczbg
znamion skornych oraz licznymi znamionami atypowymi, a takze wystepowaniem
okreSlonych cech znamion w badaniu histopatologicznym [45]. Najczestszym
podtozem genetycznym zespotu jest mutacja nonsensowna bgdz zmiany sensu
w genie CDKN2A; rzadziej zdarza sie mutacja genu CDK4, powodujgca opornos¢ na
regulatorowe (hamujgce) dziatanie biatka p16 [45]. FAMMM, poza czerniakiem, moze

wywotywac¢ nowotwory w narzgdach wewnetrznych, najczesciej raka trzustki [45].
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Interesujgcym przyktadem predyspozycji do rodzinnego wystepowania
czerniaka jest zespdt predyspozycji do nowotworéw BAP1 [46]. Wykazuje sie on
autosomalnie dominujgcym wzorem dziedziczenia [47]. W jego przebiegu pojawiac
sie mogg rozmaite nowotwory, najczesciej czerniak btony naczyniowej oka, czerniak
skory, miedzybtoniak czy rak piersi [46]. Podtozem genetycznym zespotu jest
mutacja genu BAP1 (biatka 1 zwigzanego z BRCA1, BRCALl-associated protein-1)
[46]. Produkt tego genu, katalizujgcy reakcje deubikwitynacji, w normalnych
warunkach petni funkcje supresora; mutacja genu prowadzi do utraty wtasciwosci

supresorowych tego enzymu [46].

Kolejnym przyktadem wrodzonej predyspozycji do wystepowania czerniaka
jest skora pergaminowata barwnikowa (XP, xeroderma pigmentosum) [48]. Cechuje
sie nadwrazliwoscig skory i oczu na promieniowanie ultrafioletowe i zwiekszonym
wystepowaniem nowotworow skérnych (poza czerniakiem czesto wystepujg takze
BCC czy SCC) [48]. W czeSci (ok. 20-30%) przypadkdéw pojawiajg sie takze objawy
neurologiczne zalezne od lokalizacji uszkodzenia uktadu nerwowego [48]. Chorobe,
dziedziczong autosomalnie recesywnie, wywotuje mutacja jednego z osmiu réznych
genow (XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF, XPG oraz XPV-wariant) kodujgcych biatka

biorgce udziat w naprawie uszkodzonego DNA [48].

Opisano rowniez inne zespoty silniej lub stabiej zwigzane z wystepowaniem
czerniaka; zaliczy¢ mozna do nich zespo6t Cowden [45], Recklinghausena [49],

Li-Fraumeni [50] czy kompleks Carneya [51].
1.5. Nowe zdobycze na polu farmakoterapii czerniaka

Podstawowg metodg miejscowego leczenia czerniaka stosowang od wielu lat
jest jego catkowite chirurgiczne usuniecie; jest to mozliwe przede wszystkim przy
nowotworze o stopniach zaawansowania I-1lIB [52]. W przypadkach przerzutow
odlegtych jest to metoda niewystarczajgca (mozliwa jest ewentualna resekcja
pojedynczych ognisk przerzutowych) [52], w zwigzku z czym az do poczagtkow
ubiegtego wieku nie dysponowano innymi metodami umozliwiajgcymi choc¢
czesciowg poprawe stanu chorych na ten nowotwér [53]. W minionym stuleciu
(zwtaszcza od lat 70.) pojawity sie pierwsze alternatywy dla pacjentéw, dla ktérych
interwencja chirurgiczna nie byta wystarczajgca — radioterapia (stosowana réwniez

przed latami 70., cho¢ z uzyciem mniej zaawansowanych technik) [53] oraz
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chemioterapia [52]. Ta ostatnia obejmowata gtéwnie stosowanie dakarbazyny,
zatwierdzonej przez FDA w roku 1974 [52]. Mimo niewielkiego odsetka catkowitej
odpowiedzi na leczenie (ponizej 5%) i piecioletnich przezyé (2-6%) stanowita ona
przez dtugi czas standard leczniczy, gdyz inne leki bgdz ich kombinacje nie osiggaty
lepszych wynikéw [52]. Obecnie dakarbazyna jest czesto stosowana w badaniach

kliniczno-kontrolnych u os6b znajdujgcych sie w grupie kontrolnej [52].

Czotowa pozycja dakarbazyny w farmakoterapii zostata podwazona dopiero
w roku 1995 wraz z zatwierdzeniem przez FDA interferonu a-2b (IFN a-2b)
w czerniaku usunietym chirurgicznie (dla stopni IIB-11l) oraz, w roku 1998, interleukiny
2 (IL-2) w czerniaku rozsianym [52]. Byly to pierwsze leki oddziatujgce na uktad
odpornosciowy, a stosowane w miejscowo zaawansowanym bgdz rozsianym
czerniaku. Cho¢ obecnie dostepne sg skuteczniejsze srodki farmakologiczne, leki te
wcigz sg stosowane w badaniach klinicznych w potgczeniu z innymi substancjami

czynnymi [52].

Ostatnie  dziesieciolecie  przyniosto  znaczny postep w leczeniu
farmakologicznym zaawansowanego czerniaka; opracowano i wprowadzono do
lecznictwa wiele lekoéw, ktére mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy — leki
oddziatujgce na uktad odpornosciowy (immunoterapeutyki) oraz ukierunkowane na
konkretne czgsteczki czy nawet czgsteczki posiadajgce okreslong mutacje (leki
celowane, terapeutyki molekularne, leki spersonalizowane). Z uwagi na rozlegtos¢

zagadnienia przedstawione zostang jedynie te leki, ktore sg zatwierdzone przez FDA.
1.5.1. Leczenie modulujgce uktad odpornosciowy

Jedng z pierwszych innowacji na polu immunoterapii czerniaka w ostatniej
dekadzie byto wprowadzenie do leczenia pegylowanej formy IFN a-2b interferonu
(zatwierdzone przez FDA w 2011 roku) w przypadkach czerniaka usunietego
chirurgicznie, a znajdujgcego sie na lll stopniu zaawansowania [52]. Pegylacja
czagsteczki sprawia, ze lek utrzymuje sie dluzej w krwioobiegu, a przez to dziata

skuteczniej [52].

Pierwszym rzeczywiscie innowacyjnym immunoterapeutykiem o catkowicie
odmiennym mechanizmie dziatania byt jednak ipilimumab, zatwierdzony przez FDA

w tym samym roku do leczenia zaawansowanych postaci czerniaka [52]. Jest to
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przeciwciato skierowane przeciwko antygenowi 4 cytotoksycznych limfocytéw T
(CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4), ktéry w normalnych
warunkach (przed zahamowaniem przeciwciatem) blokuje aktywacje limfocytéw T,

wywotujgc tolerancje immunologiczng [52].

Kolejny lek oddziatujgcy na uktad immunologiczny, niwolumab, jest
monoklonalnym przeciwciatem wigzgcym receptor PD-1 (programmed cell death
protein 1, biatko programowanej smierci komoérki 1), a przez to hamujgcym wigzanie
sie z jego ligandami, PD-L1 i PD-L2 [52]. W normalnych warunkach wigzanie to
uczestniczy w supresji aktywaciji limfocytow T; niwolumab tg supresje blokuje [52].
Lek ten zostat zatwierdzony przez FDA w 2014 roku do leczenia zaawansowanego

czerniaka — zaréowno w monoterapii, jak i w skojarzeniu z ipilimumabem [52].

W tym samym roku FDA zatwierdzito inng czgsteczke, pembrolizumab, o tym
samym mechanizmie dziatania, co niwolumab [52]. Wskazania do stosowania sg

takie same, przy czym lek stosuje sie jedynie w monoterapii [54].

Interesujgcym przyktadem immunoterapeutyku jest talimogen laherparepwek
(T-VEC), zatwierdzony przez FDA w 2015 roku [52]. Jest to pierwszy wirus
onkolityczny stosowany w terapii czerniaka, bedgcy zmodyfikowanym genetycznie
i ostabionym wirusem opryszczki pospolitej typu 1 [52]. Lek ten, w odrdznieniu od
poprzednio omawianych przeciwciat, podawanych dozylnie, jest wstrzykiwany
bezposrednio do przerzutdw czerniaka [52]. Cze$¢ kopii wirusa dostaje sie do
komérek czerniaka, a cze$s¢ do komorek zdrowych, jednak tylko w komdérkach
nowotworowych dochodzi do replikacji z nastepczg ich lizg i uwolnieniem do
krwiobiegu antygendéw specyficznych dla nowotworu [52]. Antygeny te podzniej
rozpoznawane sg przez komorki prezentujgce antygen, po czym nastepuje aktywacja
odpowiedzi immunologicznej specyficznie skierowanej przeciwko komadrkom

czerniaka, a zawiadywianej przez komoérki T [52].

W chwili obecnej w Polsce dostepne i objete refundacjg w ramach programu
lekowego B.59 — ,Leczenie czerniaka skory lub bton Sluzowych” — po spetnieniu
okreslonych kryteridw, sg trzy leki z tej grupy — ipilimumab, niwolumab oraz
pembrolizumab [55]. Mozliwe jest rowniez zastosowanie ipilimumabu w skojarzeniu

z niwolumabem jako leczenia 1 linii [55].
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1.5.2. Leczenie celowane

Obecne leki ukierunkowane molekularnie stosowane w leczeniu czerniaka
podzieli¢ mozna na dwie grupy — inhibitory BRAF oraz inhibitory MEK [52].
Zasadniczo z tej grupy stosuje sie samodzielnie inhibitory BRAF badz w potaczeniu
z inhibitorami MEK [52]. Te ostatnie dodaje sie gtdwnie wtedy, gdy stwierdza sie
opornosc¢ na leczenie celowane przeciwko BRAF — MEK znajduje sie bowiem nizej,
blizej ostatecznych efektorow w kaskadzie sygnatowej, o czym byla mowa
w poprzednich akapitach [52]. W zwigzku z tym mozliwe jest przetamanie opornosci

komorek nowotworowych na inhibitory BRAF [52].

Wemurafenib jest pierwszg substancjg czynng zatwierdzong przez FDA (2011)
w leczeniu rozsianego czerniaka, a reprezentujgcg nowy kierunek w jego leczeniu
— terapie spersonalizowang [52]. Byt to swoisty przetom — wykazano, ze nawet 90%
pacjentow wykazywato regresje nowotworu [52]. Wskazaniem do zastosowania
wemurafenibu jest czerniak nieresekcyjny lub z przerzutami wykazujgcy
jednoczesnie mutacje aktywujgcg V600E w obrebie genu dla BRAF. Podawany jest
doustnie [52]. Mozna go fgczyé z doustnym inhibitorem MEK, kobimetynibem

(potgczenie to zostato zatwierdzone przez FDA w 2015 roku) [52].

Kolejnym selektywnym inhibitorem, stosowanym doustnie, jest dabrafenib
(2013). Ma identyczne wskazania do stosowania jak wemurafenib, z tym Zze
dodatkowo obejmujg one mutacje V600K [52,56]. Moze by¢é stosowany
w monoterapii bgdZz w potgczeniu z doustnym inhibitorem MEK, trametynibem
(schemat zatwierdzony przez FDA w 2014 roku), o ktérym bedzie mowa

w nastepnym akapicie [52].

Trametynib jest inhibitorem MEK 1/2 (2013) podawanym doustnie i dotychczas
jedynym lekiem celowanym, niebedgcym inhibitorem BRAF, stosowanym
w monoterapii czerniaka [52]. Wskazania do jego stosowania w monoterapii (bgdz
w potgczeniu z dabrafenibem) sg takie same jak dla wyzej wymienionych inhibitoréw
BRAF, przy czym mozna go stosowa¢ zarowno w mutacjach V600E, jak i V600K
[52,57]. Ponadto, od roku 2018, tgczne stosowanie trametynibu z dabrafenibem
mozliwe jest rowniez w przypadku pacjentow po catkowitej resekcji czerniaka

z mutacjg BRAF V600E badz V600K, wraz z zajeciem weztéw chtonnych [57].
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Najnowsze leki zaakceptowane przez FDA (w roku 2018) to kombinacja
enkorafenibu (inhibitora BRAF) oraz binimetynibu (inhibitora MEK) stosowanych
u pacjentow z nieresekcyjnym lub przerzutowym czerniakiem posiadajgcym mutacje
BRAF V600E bgdz V600K [58]. Rekomendacja ta bazuje na badaniu COLUMBUS,
w ktorym wykazano zdecydowang wyzszosC tej kombinacji nad wemurafenibem
zaréwno pod wzgledem mediany czasu wolnego od progresji (14,9 wzgledem 7,3

miesigca), jak i pod katem tolerancji leczenia [59].

Obecnie w Polsce dostepne i objete refundacjg sg wemurafenib i kobimetynib,
dabrafenib z trametynibem oraz binimetynib z enkorafenibem w ramach programu

lekowego B.59 — ,Leczenie czerniaka skéry lub bton Sluzowych” [55].
1.6. Polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP1)

PARP1 (polimeraza poli(ADP-rybozy) 1, poly (ADP-ribose) polymerase 1) jest
biatkiem nalezgcym do rodziny enzymoéw PARP, obejmujgcej obecnie 17 badz 18
(w zaleznosci od klasyfikacji) cztonkéw [60-62]. Rodzina ta nalezy to wiekszej grupy,
nadrodziny ADP-rybozylotransferaz (ART, ADP-ribosyltransferase), katalizujgcych
reakcje ADP-rybozylacji, czyli przeniesienia czasteczki ADP-rybozy z NAD*
(dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, nicotinamide adenine dinucleotide) na
inng docelowg molekute [63]. Wyrdznikiem rodziny PARP jest obecnos¢ domeny
katalitycznej, ktéra pod wzgledem utozenia przestrzennego, a takze zblizonego bgdz
identycznego sktadu aminokwasowego w miejscach kluczowych dla wigzania NAD*
oraz samej aktywnosci katalitycznej biatka, jest homologiczna z centrum
katalitycznym w toksynie btoniczej wytwarzanej przez Corynebacterium diphtheriae
[63]. Z tego tez powodu rodzine PARP nazywa sie tez ARTD (ADP-
-rybozylotransferazy podobne do toksyny btoniczej, ADP-ribosyltransferase
diphtheria-toxin like) [63], zas$ alternatywna nazwa dla PARP1, bedacego
przedmiotem niniejszej rozprawy, brzmi ARTD1 [62,64].

Rodzina PARP nie jest grupg jednorodng. W chwili obecnej wykazano
aktywnos¢ enzymatyczng pietnastu z siedemnastu (bgdz osiemnastu) odkrytych
cztonkdw — PARP1, PARP2, PARP3, PARP4, PARP5a (tankyraza 1), PARP5b
(tankyraza 2), PARP6, PARP7, PARPS8, PARP10, PARP11, PARP12, PARP14,
PARP15, PARP16 [60,62,64]. Z pozostatych dwdch (lub trzech) cztonkéw PARP9

i PARP13 nie wykazuje jakiejkolwiek aktywnosci enzymatycznej, zas TPT1 (niekiedy
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niewliczane do PARP) katalizuje odmienng reakcje, o czym bedzie mowa dalej [64].
Ponadto z tych powyzszych — PARP1, PARP2, PARP5a i PARPb katalizujg reakcje
parylacji, czyli przeniesienia spolimeryzowanej ADP-rybozy (PAR, poly (ADP-ribose))
na docelowg molekute (sg wiec PARP-ami sensu stricto), zas pozostate — reakcje
marylacji, czyli przytgczenia monomeru ADP-rybozy (MAR, mono (ADP-ribose)) do
czgsteczki docelowej, [63,64]. Z kolei sposrod biatek parylujgcych mozna wyréznic
dalsze dwie podgrupy: enzyméw PARP1 i PARP2 zdolnych do tworzenia dtugich
(obejmujgcych nawet do 200 merow ADP-rybozy) i heterogennych, rozgatezionych
tancuchéw PAR, oraz enzyméw PARP5a i PARPSD, ktorych produktami sg fancuchy
PAR znacznie krotsze (majgce Srednio okoto 20 merow ADP-rybozy)
i niezawierajgce rozgatezien [62]. W przypadku tych ostatnich méwi sie niekiedy
o procesie oarylacji (oligo(ADP-rybozyl)acji czy o przytgczaniu oligomerycznej ADP-
-rybozy (OAR, oligo (ADP-ribose)) [64,65].

Przy pojmowaniu grupy PARP w szerszym sensie i wliczeniu do niej
osiemnastu biatek wewnetrzna réznorodnosS¢ jeszcze sie zwieksza, poniewaz
osiemnaste biatko, TPT1 (translantionally-controlled tumor protein 1), zwane tez
ARTD18, nie katalizuje ADP-rybozylacji, lecz petni funkcje fosforylotransferazy RNA,
wytwarzajgcej ADP-1-fosforan poprzez cykliczny produkt posredni [62]. Ponadto, jak
wspomniano wyzej, rézny (cho¢ bardzo zblizony) jest sktad aminokwaséw
potozonych w miejscach kluczowych dla aktywnosci enzymatycznej biatek
— najczesciej w domenie znajduje sie triada histydyna-tyrozyna-izoleucyna
(6 enzymdw), nastepnie histydyna-tyrozyna-glutamina (5 enzyméw, w tym PARP1)
oraz histydyna-tyrozyna-leucyna (2 enzymy); pozostate biatka posiadajg inne,
indywidualne triady aminokwasowe w centrum katalitycznym [62]. Rozna jest takze
lokalizacja tych czgsteczek w komoérce (podczas interfazy) — jedne znajdujg sie
w cytoplazmie, drugie zaréowno w cytoplazmie, jak i w jgdrze komorkowym
(w réznych proporcjach); jedno biatko (PARP1) znajduje sie wytacznie w jadrze

komérkowym [64].

PARP1 (ARTD1), pierwsze odkryte biatko z rodziny, ktére zidentyfikowat
w 1963 zespdt prof. Pierre’a Chambona [66], jest najlepiej poznanym enzymem z tej

grupy. W jego strukturze mozna wyrdznic trzy gtéwne czesci (domeny).
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Pierwsza domena, N-koncowa, nazywana domeng wigzgcg DNA (DBD, DNA-
-binding domain), zawiera trzy palce cynkowe (Zn I, Zn Il, Zn lll — liczac od N-konca);
pierwsze dwa zdolne sg do wigzania sie z DNA, co zmienia konformacje PARP1
i zwieksza jego aktywnos$¢ enzymatyczng, przy czym Zn | aktywuje enzym zar6wno
przez wigzanie sie z miejscami jednoniciowego (ssDB, SSB, single-strand break), jak
i dwuniciowego pekniecia (dsDB, DSB, double-strand break), zas Zn Il — jedynie
przez zwigzanie sie z SSBs [62,67,68]. Zn Il oraz Zn Ill przedzielone sg fragmentem,
zwanym sygnatem lokalizacji jadrowej (NLS) warunkujgcy transport nowo powstatej
czagsteczki PARP1 do jadra [68,69]. W NLS znajduje sie sekwencja DEVD, ktérg
rozpoznajg kaspazy 3 i 7; enzymy te mogg w tym miejscu przecig¢ biatko na dwa
mniejsze fragmenty, ktére mozna wykorzysta¢ jako markery apoptozy [68]. Niektére
doniesienia jednak lokalizujg miejsce ciecia przez kaspazy dopiero za Zn Il [70].
Trzeci palec cynkowy, Zn lll, uczestniczy w oddziatywaniach biatko-biatko i odgrywa

wazng role w aktywacji PARP1 po zwigzaniu sie z DNA [68,69].

Domena centralna, zwana automodyfikacyjng (AD, automodification domain),
jest bogata w reszty kwasu glutaminowego i lizyny, ktére sg miejscem przytgczenia
czgsteczek PAR [69]. AD zawiera ponadto potozony blizej N-koca motyw zamka
leucynowego, odpowiadajgcy za homo- lub heterodimeryzacje czasteczek PARP
oraz lezgca blizej C-konca domene dla BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility
protein), zwang BRCT (C-terminal domain of breast cancer protein BRCAL), ktéra
oddziatuje z biatkami uczestniczgcymi w naprawie DNA [68]. Niektérzy do AD
wliczajg réwniez, potozong jeszcze blizej C-konca niz BRCT, domene bogatg
w tryptofan, glicyne i argining (oznaczane literami WGR) [68]. Domena ta odpowiada
oddziatywanie z kwasami nukleinowymi, Zn |, Zn Ill oraz domeng katalityczng PARP1

i ma kluczowe znaczenie w funkcjonowaniu tej ostatniej [68,69].

Na drugim skraju PARP1, w czesci C-koncowej biatka znajduje sie opisywana
juz wczesniej homologiczna dla catej rodziny PARP domena katalityczna (CD,
catalytic domain) zawierajgca konserwatywny rdzen katalityczny z centrum
katalitycznym odpowiedzialnym za poli(ADP-rybozyl)acje — to tutaj przylgcza sie
pierwsza czgsteczka ADP-rybozy, co jest punktem wyjscia do przytgczania kolejnych
czgstek z wytworzeniem rozgatezionych bgdz tancuchowych PAR [62,68]. Pamietac
nalezy, ze produkty reakcji katalizowanych przez PARP1 majg krotki okres péttrwania

i dos¢ szybko dochodzi do degradacji przytaczonego PAR, w czym biorg udziat m.in.
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glikohydrolaza poli(ADP-rybozy) (PARG, Poly (ADP-ribose) glycohydrolase) badz
hydrolazy ADP-rybozy (ARHs, ADP-ribosyl-acceptor hydrolases) [67,69]. Parylacja,
w tym autoparylacja, petni wazng role w réznych funkcjach PARP1 — czgsteczki PAR
sg ujemnie natadowane; ich przytgczenie do PARP1 doprowadza do oddysocjowania
biatka od DNA i jego ekspozycje na inne aktywne biologicznie czgsteczki, w tym
enzymy naprawcze [71,72]. Podobnie przytgczenie PAR do histondw powoduje
rozluznienie struktury chromatyny, co réwniez utatwia oddziatywanie DNA z ré6znymi
molekutami [71]. Wiecej na temat roli PARP1 w metabolizmie DNA bedzie mowa

dalej.

PARP1 moze ulega¢ wielu modyfikacjom posttranslacyjnym. Poza
wspominang juz wyzej parylacjg, skutkujgcg aktywacjg biatka, moze ulegac
fosforylacji, rowniez aktywujgcej PARP1, ktdre pdzniej moze brac udziat w procesach
prowadzgcych do $mierci komorki [73]. Mozliwa jest rowniez acetylacja tego biatka
przy udziale acetylotransferaz p300/CBP i PCAF, przez co moze ono wspomagacé
rozwoj zapalenia za posrednictwem NF-kB (o czym bedzie jeszcze mowa dalej) [73].
Inne biatko, SIRT1 (o ktérym réwniez bedzie mowa podzniej), dokonuje deacetylacji
PARP1, co ostabia proces zapalny [73]. Biatko PARP1 moze ulegaé rowniez
sumoilacji i ubikwitynacji, przy czym te procesy pozostajg wcigz stabo zbadane
[73,74].

PARP1 petni rozliczne funkcje w komorce — bierze udziat w naprawie
uszkodzen DNA, specjalnym rodzaju smierci komorki, wspotpracuje w utrzymaniu
stabilnosci DNA z innymi biatkami. Ponadto biatko to uczestniczy w regulacji struktury
chromatyny, metylacji DNA, regulacji transkrypcji (a przez to np. w rozwoju procesu
zapalnego czy rbéznicowaniu komorek), wreszcie odgrywa réwniez role
w nowotworzeniu — rowniez w znacznym stopniu poprzez regulacje transkrypcji

gendw dla réznych biatek. Funkcje te zostang omowione w ponizszych akapitach.
1.6.1. PARP1 a naprawa uszkodzonego DNA

Mozna wyréznic dwa podstawowe rodzaje uszkodzeh w obrebie DNA,
o ktérych wspomniano juz wczesniej — pekniecia jednoniciowe (SSBs, ssDBs, single-
-strand breaks) i dwuniciowe (DSBs, dsDBs, double-strand breaks) [75]. Te pierwsze
mogg by¢ usuniete na jeden z trzech nastepujgcych sposobdéw: 1) naprawe przez

wyciecie (uszkodzonej) zasady (BER, base excision repair), 2) naprawe btednie
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sparowanych nukleotydéw (MMR, mismatch repair), 3) naprawe przez wyciecie
nukleotydéw (NER, nucleotide excision repair) [75,76]. Te drugie z kolei mogg zostac
naprawione badz na drodze rekombinacji homologicznej (HR, homologous
recombination; HDR, homology-directed repair) badz tez niehomologicznego
taczenia koncéw DNA (NHEJ, non-homologous end joining) [75,76]. NHEJ podzieli¢
mozna jeszcze na dwa podtypy — klasyczny NHEJ, zwany tez kanonicznym NHEJ
(c-NHEJ) badz NHEJ zaleznym od kinazy zaleznej od DNA (D-NHEJ) oraz
alternatywny NHEJ (a-NHEJ, alternative NHEJ), zwany tez tgczeniem koncow
w oparciu o mikrohomologie (MMEJ, microhomology-mediated end-joining) badz
zapasowym NHEJ (B-NHEJ, backup NHEJ) [72,77,78]. PARP1 petni wazng role
w niektorych z wyzej wymienionych, mianowicie w BER, NER, a takze B-NHEJ

i w pewnym stopniu rowniez w D-NHEJ oraz HR [62,72].

Naprawa SSBs na drodze BER zaczyna sie od wykrycia ich przez PARP1
z nastepczym zwigzaniem sie z nimi, po czym dochodzi do przytgczenia PAR
(autoparylacji) do PARP1 z nastepczg aktywacjg biatka i przytgczeniem PAR do
innych, docelowych biatek [72]. Dochodzi do rekrutacji biatka XRCC1, bedgcego
swoistym rusztowaniem dla biatek biorgcych udziat w naprawie SSB, a mianowicie
dla ligazy DNA 3 (LIG3, DNA ligase 3), aprataksyny oraz dwufunkcyjnego biatka,
kinazy/fosfatazy polinukleotydowej (PNKP, bifunctional polynucleotide kinase
3-phosphatase) [72]. Nalezy tutaj zauwazy¢, ze do rekrutacji XRCC1 do SSB jest
zdolne zarowno PARP1, jak i PARP2 [72]. Nastepnie dochodzi do wypetnienia
ubytku w DNA przez polimerazy 8, € oraz 3, a takze aktywowania stymulowanej
przez PARP1 flap endonukleazy 1 (FEN1, flap endonuclease 1) [72]. Endonukleaza
ta usuwa powstajgce w toku naprawy tzw. odstoniete nici kwasu nukleinowego (flaps)
[79]. W koncu dochodzi do procesu ligacji katalizowanego przez ligaze DNA 1 (LIG1)
[72]. Podkre$lenia wymaga fakt, ze istniejg doniesienia podwazajgce role PARP1
w BER — niekiedy delecja czy inhibicia PARP1 nie wigzaty sie ze zwiekszong
wrazliwoscig na substancje uposledzajgce BER, w innych przypadkach obecnosc¢
nieaktywnego katalitycznie PARP1 spowalniata proces BER [72]. Z drugiej jednak
strony nie ulega watpliwoéci, ze PARP1 jest niezbedne w naprawie SSBs; stawia sie
wiec hipoteze, ze PARP1 nie bierze udziatu w poczatkowych stadiach BER, niemniej
jest kluczowe dla kolejnych krokéw, polegajgcych na naprawie SSBs [72]. Wreszcie
twierdzi sie, ze PARP1 bierze udziat w procesie BER w przypadkach uszkodzenia
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zasad purynowych, natomiast naprawa uszkodzonych zasad pirymidynowych jest

niezalezna od tego biatka [72].

PARP1 bierze udziat réwniez w naprawie SSBs na drodze innego
mechanizmu, NER, a konkretniej jego gtbwnego podtypu, globalnej NER genomu
[72]. Wykorzystana zostaje tutaj gtdwnie zdolnos¢ biatka do remodelingu chromatyny
[72]. PARP1 rekrutuje poczatkowo kompleks biatek DDB1-DDB2 (damage-binding
protein 1, damage-binding protein 2), a nastepnie helikaze zwang ALC1 badz CHD1L
[72]. Nastepuje pozniej rekrutacja biatka XPC (xeroderma pigmentosum group
C-complementing protein) oraz RAD23B wraz z ubikwitynylacjg histonow przez
powstaty kompleks XPC-RAD23B-DDB1-DDB2, co skutkuje rozluznieniem
chromatyny [72]. Warto tu podkresli¢, ze w wigzaniu sie biatka XPC do miejsc
uszkodzenia DNA wazng role odgrywa interakcja XPC z PARP1 [72]. Dekondensacja
chromatyny moze takze dokonac sie bez procesu ubikwitynylacji — alternatywna
Sciezka jest zawiadywana przez PARP1; biatko to bowiem, aktywowane poprzez
interakcje z DDB2 dokonuje parylacji histonéw oraz rekrutuje wspomniang wczesniej
helikaze ALC1 (CHD1L) [72]. Po rozluznieniu chromatyny PARP1, poprzez wigzanie
XPA, rekrutuje kolejne biatka, XPB i XPD; dalsze etapy naprawy DNA sg niezalezne
od PARPL1.

W przypadku DSBs, niezaleznie od mechanizmu, w jakim zostang one
naprawione, musi najpierw dojs¢ do ich wykrycia, czego dokonuje PARP1, ktére
jednoczesnie oddziatuje z biatkami MRE (meiotic recombination 11) oraz kinazg ATM
(ataxia telangiectasia mutated) [72]. To umozliwia zainicjowanie dalszych proceséw
naprawczych — NHEJ (klasyczne badz alternatywne) lub HR [72]. Na tej inicjacji rola
PARP1 jednak sie nie konczy.

W przypadku HR biatko to rekrutuje wyzej wspomniane MRE11 do DSBs, po
czym nastepuje wigzanie sie biatka RPA (replication protein A) do pojedynczych nici
DNA, do ktérego wymagana jest obecnos¢ biatka BRCA1; biatko to moze byé¢
rekrutowane przez PARP1 za pomocg domeny BARD1 (inaczej BRCT), omowione;j
wczesniej [72]. Biatko PARP1 dokonuje parylacji BRCA1, a to z kolei wigze sie
z biatkiem RAP80 (receptor-associated protein 80); dzieki tym interakcjom dochodzi
do supresji HR, przez co proces naprawy ograniczony jest tylko do tych miejsc

w DNA, gdzie jest rzeczywiscie potrzebny [72].
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W przypadku D-NHEJ rola PARP1 opiera sie na interakcji z podjednostkg
katalityczng kinazy zaleznej od DNA [72]. Tradycyjnie uwaza sie, ze podjednostka ta
ulega aktywacji przez dimery biatek KU70-KU80 wigzgce sie z DSBs; niemnigj
wydaje sie, ze PARP1 jest zdolne do aktywacji podjednostki bez udziatu KU70-KU80
[72]. Inng rolg PARP1 w D-NHEJ jest udziat w remodelingu chromatyny poprzez
rekrutacje helikazy CHD2, ktéra nastepnie rekrutuje inne czgsteczki uczestniczgce
w dalszych fazach D-NHEJ [72].

Wreszcie PARP1 bierze udziat w B-NHEJ, bedacej procesem podrzednym
w stosunku do D-NHEJ i aktywnym wtedy, gdy D-NHEJ z jakiego$ powodu nie
zachodzi [72]. Rola tego biatka polega na rekrutacji MRE11 do DSBs, jak to ma
miejsce w RH; by¢ moze PARP1 uczestniczy takze w rekrutacji polimerazy 6 na
dalszych etapach B-NHEJ [72].

1.6.2. PARP1 a parthanatos

PARP1 zaangazowane jest w szczegolny rodzaj programowanej sSmierci
komorki, zwany parthanatos [80]. Jest to o tyle zaskakujgce, ze biatko to uczestniczy,
jak wspomniano wyzej, w naprawie DNA, a wiec powinno sSmierci komorki
zapobiegaé. Jednakze gdy dochodzi do znacznego nagromadzenia uszkodzen
w obrebie DNA i wtdérnego znacznego nasilenia procesu parylacji, nastepuje
parthanatos [81]. Czynnik wywotujgcy uszkodzenia DNA prowadzgce do S$mierci
komérki mediowanej przez PARP1 moze by¢ rézny — od alkilkacji DNA poprzez stres
oksydacyjny, hipoksje, hipoglikemie, a na procesie zapalnym konczac [80].
Wyrdznikami tego procesu sg 1) niezaleznos¢ od kaspaz, 2) depolaryzacja btony
mitochondrialnej z wtérnym uwalnianiem reaktywnych form tlenu, 3) zaleznos¢ od
jonéw wapnia, 4) niezaleznos¢ od dziatajgcego cytoprotekcyjnie Bcl-2, 5) synergizm

pomiedzy PARG a PARP1 w regulacji smierci komorki [81].

Przebieg parthanatos jest nastepujgcy: poczagtkowo dochodzi do znacznych
uszkodzen (peknie¢) DNA wywotanych przez czynnik uszkadzajgcy; do tych
uszkodzen przytgcza sie PARP1, ktore ulega aktywacji [81]. Zuzywajgc NAD®,
wytwarza PAR, bedgce znacznikami miejsc peknie¢ w DNA [81]. Jednoczes$nie na te
znaczniki oddziatujg enzymy PARG oraz ARH3, odcinajgc od nich mniejsze polimery
PAR [81]. Polimery opuszczajg jgdro komoérkowe i ulegajg translokacji do

mitochondridw, powodujgc uwolnienie AIF (apoptosis inducing factor, czynnik
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indukujgcy apoptoze) do cytozolu i wedrowke w kierunku jadra komorkowego [81].
W jaki sposob AlIF ulega uwolnieniu z mitochondrium, wcigz nie jest wyjasnione;
postuluje sie, ze nastepuje to wskutek depolaryzacji btony mitochondrialnej (poprzez
bezposrednie zuzywanie NAD* przez PARP1 bgdz posrednio poprzez wigzanie
i hamowanie heksokinazy, biorgcej udziat w glikolizie) lub tez bezposredniej interakcji
z C-koncem AIF zakotwiczonego w btonie [81]. AIF uwolnione do cytozolu wigze sie
z MIF (macrophage migration inhibitory factor, czynnik hamujgcy migracje
makrofagéw) i wspodlnie z nim migruje do jadra i powoduje fragmentacje DNA;

rownolegle dochodzi rowniez do kondensacji chromatyny [80,81].

Sadzi sie, ze zjawisko parthanatos jest elementem patogenezy wielu chordb,
m.in. patologii uktadu sercowo-naczyniowego, nerek, cukrzycy, udaru mézgu czy
choréb neurodegeneracyjnych [80]. Najnowsze doniesienia wskazujg takze na udziat
tego procesu w rozwoju choréb zapalnych uktadu oddechowego, np. przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc (POChP, COPD, chronic obstructive pulmonary disease)
[82].

Warto tutaj réwniez zaznaczy¢, ze cho¢ parthanatos jest sztandarowym
rodzajem smierci komorkowej, w ktorej uczestniczy PARP1, to biatko to tez odgrywa
pewng role w apoptozie. Mianowicie, jak wspomniano wyzej, enzym ciety jest Scisle
okreslonym miejscu DBD przez kaspazy. To przeciecie sprawia, ze N-koncowa czes¢
(wigzaca DNA i zawierajgca fragment NLS) ulega odseparowaniu Kkatalitycznej,
C-koncowej czesci — naprawa DNA przez PARP1 staje sie mniej skuteczna, co

dodatkowo napedza juz rozpoczety proces apoptozy [70].

W ostatnich latach, wraz z rozwojem wiedzy na temat réznych mechanizmow
Smierci i adaptacji komérkowej, zauwazono, ze PARP1 bierze udziat réwniez

w innych procesach, jak nekroptoza czy autofagia [83].
1.6.3. PARP1 a sztucznie indukowana letalnos¢ (synthetic lethality, SL)

Waznym aspektem zwigzanym =z PARP1 jest koncepcja sztucznie
indukowanej letalnosci (SL), ktéra to pojawita sie w toku badan nad Drosophila [84].
Dotyczy ona wspoizaleznosci co najmniej dwdch genow, przy czym produkt jednego
z tych gendw ma kluczowe znaczenie dla przezycia komorki — gdy ten gen przestaje

petni¢ swojg funkcje, inny ze wspotzaleznych gendw kompensuje utrate tej funkciji
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[84,85]. W przypadku jednak, gdy dochodzi do utraty funkcji obu bgdz wszystkich
wspoifzaleznych gendw (czy to na skutek delecji czy hamowania dziatania produktéw
tych gendéw), nastepuje na tyle mocne zakidcenie funkcjonowania komorki, ze
dochodzi do jej sSmierci [84,85]. Leland Hartwell byt jedng z pierwszych oséb, ktére
podjety prébe przeniesienia tej koncepcji na przedpole praktyki klinicznej, mianowicie
zatozyt, ze mutacje w pojedynczych kluczowych genach dla komérki (zwigzanych
z naprawg DNA czy regulacjg cyklu komérkowego) mogg uwrazliwia¢ komorke na
dziatanie okreslonych lekow [86]. | tak, badajgc wyselekcjonowane komorki drozdzy
z pojedynczg mutacja, stwierdzit, ze te, ktore posiadaty uszkodzenie w obrebie genu
naprawy postreplikacyjnej, byty bardziej wrazliwe na dziatanie cisplatyny, zas te,
w ktorych uszkodzony byt gen zwigzany z naprawg DSBs, byly bardziej wrazliwe na
mitoksantron [86]. Biorgc pod uwage wyniki swoich badan i koncepcje SL, Hartwell
zasugerowat poszukiwanie u pacjentow chorych na nowotwory par kluczowych,
wspotzaleznych genow w komdérkach nowotworowych, tak aby w danej parze jeden
gen byt juz uszkodzony, a drugi mogt by¢ celem terapeutycznym dla okreslonego
leku; po aplikacji leku dochodzitoby do wytgczenia drugiego genu, a przez to

wyindukowania smierci komérek nowotworowych u danego chorego [86].

Taka potencjalng pare stanowig PARP1 oraz BRCA1/2. Biatka BRCA1 oraz
BRCAZ2 biorg udziat w naprawie uszkodzonego DNA na drodze HR [87]. Jest to, jak
juz wspomniano wyzej, jedna z dwoch gtéwnych drég (obok NHEJ) naprawy DSBs
[87]. Zaburzenie funkcjonowania biatek BRCA1 bgdz BRCA2 powoduje uposledzenie
naprawy DSBs (samo NHEJ nie dziata w tym wypadku dostatecznie wydajnie),
a w konsekwencji zwiekszong podatno$¢ na powstawanie mutacji i o0gding
niestabilnos¢ genomu [85,87]. Dodatkowa inhibicja PARP1, ktory z kolei bierze udziat
W naprawie SSBs poprzez wycinanie zasad azotowych zwieksza jeszcze bardziej
niestabilno$¢ genomu — nienaprawione SSBs kumulujg sie i powstajg DSBs, ktérych
naprawa juz byta uposledzona; gromadzgce sie DSBs ostatecznie doprowadzajg do
zahamowania cyklu komérkowego i w rezultacie do smierci komorki [85]. Fenomen
ten jest juz wykorzystywany w praktyce klinicznej w wybranych nowotworach
posiadajgcych mutacje w obrebie BRCA1/2 (w takich przypadkach dochodzi do
uwrazliwienia na dziatanie inhibitorbw PARP1, a wiec wskazane jest ich

zastosowanie), o czym bedzie mowa w dalszych podrozdziatach.
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Warto rowniez wspomnie¢ o terminie BRCA-ness, ktory oznacza, ze dana
komoérka nie posiada mutacji w obrebie genu BRCA1/2, lecz w innych genie, ktérego
mutacja wywotuje efekty takie, jak klasyczna mutacja BRCA1/2 — z uposledzeniem
rekombinacji homologicznej i wrazliwoscig na dziatanie PARP1 (a wiec mozliwoscig
sztucznej indukcji letalnosci) wigcznie [88]. Przyktady gendw, ktérym mozna
przypisaé tg witasciwos¢, to m.in. ATM, ATR, BAP1, CDK12, CHEK2, PALB2,
RAD51B, RAD51C, RAD51D czy BRIP1 [89]. Biorgc pod uwage, ze fenotyp
BRCA-ness moze dotyczy¢ nawet ok. 30% przypadkow czerniaka skory [90]
i w pewnych przypadkach tez czerniaka btony naczyniowej oka (np. mutacja genu
BAP1 wystepuje w ok. 40% przypadkow tego nowotworu [46]), wydaje sie
uzasadnione stosowanie inhibitorow PARP1 w tych przypadkach, gdzie wykazano
fenotyp BRCA-ness. Z tego tez powodu sg prowadzone bgdz planowane sg badania

kliniczne podejmujgce to zagadnienie, o czym bedzie mowa pdzniej.
1.6.4. Rola i udziat PARP1 w innych, wybranych procesach cytofizjologicznych

PARP1, o czym nadmieniano juz wczesniej, bierze udziat w regulacji struktury
chromatyny. Jest to proces ufatwiajgcy naprawe uszkodzonego DNA [72].
Aktywowane i autoparylowane biatko PARP1 dokonuje m.in. parylacji histonow H1
i H2B, co skutkuje rozluznieniem chromatyny i rozpadem nukleosoméw [72,73]. PAR
wytwarzane przez PARP1 umozliwiajg rekrutacje dalszych biatek, z ktorych czesc
dodatkowo wspomaga rozluznianie chromatyny, a czes¢ hamuje hamuje procesy

transkrypcji w okolicach uszkodzonego DNA, aby utatwi¢ jego naprawe [72].

Inng funkcjg biatka bezposrednio zwigzang z DNA (obok jego naprawy
i regulacji struktury chromatyny) jest wptyw na jego metylacje. Wyraza sie on poprzez
hamowanie ekspresji i aktywnosci metylotransferazy DNA 1 (DNMT1), wskutek

czego procesy metylacji DNA ulegajg ostabieniu [73].

Poza wyzej wymienionymi funkcjami, nalezy wymieni¢ jeszcze udziat PARP1
W rozwoju procesu zapalnego. Zauwazono, ze biatko to (jak rowniez PARP2)
poprzez pobudzajgcy wptyw na NF-kB sprzyja rozwojowi zapalenia [91]. Dodatni
wptyw na NF-kB opiera sie na wzmaganiu jego transkrypcji [92]. Prozapalne
dziatanie PARP1 jest ograniczane przez przeciwwstawnie dziatajgce biatko, sirtuine 1
(SIRT1) [91]. Oba te biatka regulujg wzajemnie swoje dziatanie na kilku poziomach

— przez konkurencje o NAD* (bedacy substratem dla obu zwigzkéw), wzajemng
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modyfikacje (PARP1 paryluje i aktywuje SIRT1, zas SIRT1 deacetyluje i hamuje
PARP1), regulacje transkrypcji (biatka wzajemnie hamujg swojg transkrypcje) oraz
przeciwwstawny wptyw na okreslone biatka, np. czynniki transkrypcyjne FOXO
i PGC-1a (w przypadku PARP1 hamujgcy, zas w przypadku SIRT1 — aktywujgcy)
[91]. Ponadto, interakcja PARP1-SIRT1 wydaje sie odgrywac role w chorobach

metabolicznych i tych zwigzanych ze starzeniem sie organizmu [91].

PARP1 uczestniczy takze w procesach réznicowania komorek macierzystych.
Mianowicie, w odpowiedzi na okreslone bodzce, biatko to paryluje czynnik
transkrypcyjny SOX2, co skutkuje zwiekszong ekspresjg genu kodujgcego czynnik
wzrostu fibroblastéw 4 (FGF4) [73].

1.6.5. Rola PARP1 w karcinogenezie

Wiele z wyzej wspomnianych funkcji PARP1 (udziat w naprawie DNA,
promowanie procesow zapalnych) klasycznie taczy sie z karcinogenezg [93]. Wyzej
wymienione nie wyczerpujg jednak w petni obecnego stanu wiedzy na temat roli
PARP1, w zwigzku z czym omowione zostanie jeszcze kilka zagadnien z tym
zwigzanych. Zostang tu podkreslone zagadnienia zwigzane z karcinogenezg jako
takg z wytgczeniem melanomagenezy, ktora zostanie doktadniej opisana w czesci

poswieconej dyskusji.

PARP1 wptywa na transkrypcje roznych onkogendw i biatek supresorowych.
Mozna tu wymieni¢ sztandarowy supresor, p53, w kompleksie z ktorym blokuje
ekspresje biatka MTA1 zaangazowanego w progresje nowotworu i przerzutowanie
[94]. PARP1 odgrywa rowniez role w prawidtowym funkcjonowaniu p53 w odpowiedzi
na uszkodzenie DNA przez, na przyktad, promieniowanie rentgenowskie
— w przypadku inhibicji PARP1 odpowiedz ta (zatrzymanie cyklu komoérkowego bgdz

wywotanie apoptozy) jest uposledzona [94].

Z drugiej jednak strony w badaniach nad rakiem jelita grubego wykazano, ze
PARP1 ulega zwiekszonej ekspresji i ma podwyzszong aktywnos¢, co wigze sie ze
zwiekszong aktywnoscig czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny TCF/LEF, ktére
petnig wazng role w rozwoju tego nowotworu [94]. W innym badaniu analizujgcym

komérki raka prostaty wykazano, ze PARP1 nasila transkrypcje réznych
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proonkogendw, m.in. E2F1, ktory aktywuje czynniki uczestniczgce w naprawie DNA
na drodze HR [95].

Role proonkogenng PARP1 wykazuje takze przy interakcji z niektérymi
onkogennymi genami fuzyjnymi obecnymi w réznych nowotworach, np.
TMPRSS2-ERG w raku prostaty czy EWS-FLI1 oraz EWS-ERG w miesaku Ewinga.
We wszystkich tych przypadkach interakcje wigzg sie z progresjg nowotworu, zas
hamowanie PARP1 ograniczato inwazyjnos¢ i zdolnos¢ do przerzutowania rozrostu

nowotworowego [94].

Jak wiec widac¢, wptyw PARP1 na transkrypcje bgadz dziatanie onkogenow
i supresoréw, a przez to na progresje nowotworu, jest wcigz niejasny. To, ktory
wptyw PARP1 przewazy — pro- czy tez antyonkogenny, zalezy od konkretnej sytuacji

i wymaga dalszych badan [94].

PARP1 bierze udziat w wieloczynnikowej regulacji przejscia nabtonkowo-
-mezenchymalnego (EMT), uznawanego za kluczowy proces umozliwiajgcy
przerzutowanie nowotworu [94]. Wiadome jest, ze PARP1 reguluje ekspresje
kadheryny E, wimentyny i fibronektyny [94]. Posrednio wzmaga ekspresje tej
pierwszej, a hamuje ekspresje tej drugiej, co hamuje EMT, za$ poprzez hamowanie
ekspresji tej ostatniej sprzyja EMT [94]. Ponadto PARP1 hamuje aktywnosc¢
transkrypcyjng HOXB7 (hamujgc EMT) oraz hamujgc ekspresje jednego
z receptorow dla TGF-B (rowniez utrudniajgc EMT) [94]. Jak wiec wida¢, PARP1
uczestniczy w przeciwwstawnych procesach i obecnie nie wiadomo, jaki jest efekt
netto tego oddziatywania, tj. czy EMT jest pobudzane czy tez hamowane przez
PARP1; wymaga to dalszych badan [94].

PARP1 reguluje réwniez odpowiedz komoérek na niedotlenienie, a takze
angiogeneze. Wykazano, ze biatko to dodatnio oddziatuje na ekspresje i dziatanie
czynnikéw HIF1a oraz HIF2a, sprzyjajac m.in. lepszemu ukrwieniu komorek (w tym
nowotworowych) [94]. Inny mechanizm, w ktérym PARP1 oddziatuje dodatnio na
angiogeneze, wykryto w przypadku raka jajnika, gdzie biatko to zwiekszato ekspresje
czynnika VEGF-A [96].

Istniejg dowody na to, ze PARP1 wptywa na metabolizm komorkowy.

Wykazano bowiem interakcje tego biatka z jgdrowym czynnikiem oddechowym 1
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(NRF1, nuclear respiratory factor) uczestniczagcym w wielu procesach
metabolicznych w komorce. NFR1 reguluje bowiem ekspresje gendw dla elementéw
skladowych mitochondrialnego fancucha oddechowego (tych gendw, ktére sg
zlokalizowane w jgdrze), ponadto bierze udziat w translacji i metabolizmie biatek,
syntezie i naprawie DNA oraz proliferacji komorkowej [97,98]. Interakcja pomiedzy
PARP1 a NRF1 przebiega w ten sposob, ze z jednej strony NRF1 zdolne jest do
wigzania sie jednoczesnie z DNA i PARP1, a z drugiej strony PARP1 paryluje NRF1,
co hamuje wzajemne oddziatywanie tych dwoch biatek [94]. Ponadto wykazano, ze
PARP1 zapewnia optymalng transkrypcje gendéw, ktore sg celem dziatania NRF1
[94].

PARP1 odgrywa réwniez role w patogenezie nowotworow hormonozaleznych
— raka piersi i prostaty [94]. W tym pierwszym jest pozytywnym regulatorem zaréwno
dla receptora estrogenowego q, jak i B, przy udziale topoizomerazy 113 [94]. Ponadto
PARP1, taczac sie z kinazg 2 zalezng od cyklin (CDK2), tworzy kompleks regulujgcy
procesy inicjowane na poziomie receptora progesteronowego [94]. W przypadku raka
prostaty PARP1 dziata aktywujgco na receptor dla androgendw, a takze reguluje

aktywnos¢ czynnikow transkrypcyjnych z rodziny ETS [94].

Pojawiajg sie rowniez badania nad wptywem PARP1 na dziatanie uktadu
odpornosciowego w Srodowisku komérek nowotworowych. Wykazano, ze PARP1
dokonuje parylacji czynnika transkrypcyjnego STAT3, przez co w komoérkach
nowotworowych zmniejsza sie ekspresja PD-L1 [99]. Wspominano juz wczesniej, ze
PD-L1 zmniejsza aktywacje limfocytow T; tak wiec spadek jego ekspresji wigzatby sie

ze skuteczniejszym zwalczaniem nowotworu przez uktad immunologiczny.

Dos¢ liczne sg doniesienia na temat roli PARP1 w generowaniu opornosci
nowotworu na leczenie, w tym na radioterapie. Jednym z mechanizméw jest
omawiany wczesniej wptyw PARP1 na NF-kB. Czynnik ten, w sytuacji uszkodzenia
DNA, oddziatuje na geny hamujgce apoptoze, zapobiegajgc sSmierci komorki [94].
PARP1 wspiera tutaj éw czynnik, przyczyniajgc sie do rozwoju opornosci komoérek
nowotworowych na radioterapie; zdolnos¢ PARP1 do wspierania naprawy DNA nie

odgrywa w tym procesie zadnej roli [100].

Inny mechanizm rozwoju radioopornosci, dotyczy symportera sodowo-

-jodowego (NIS) w raku tarczycy. Nie jest on do konca wyjasniony, niemniej
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stwierdzono, ze PARP1 blokuje promotor genu dla NIS, co skutkuje obnizong
ekspresjg i aktywnoscig tego symptortera [94]. Skutkiem tego moze by¢ opornosé
komorek raka tarczycy na terapie radiojodem; zastosowanie w tym przypadku
inhibitora PARP1 mogtoby poprawi¢ wrazliwos¢ nowotworu na ten rodzaj leczenia
[94].

W innym badaniu wykazano, Zze spadek aktywnosci PARP1 (poprzez
zastosowanie jego inhibitora) wigzat sie z obnizong ekspresjg biatek BRCAL i RAD51
[94]. W procesie tym zasadniczg role odgrywa kompleks E2F4/p130, ktéry wptywa
hamujgco na ekspresje biatek BRCA1 i RADS51; w normalnych warunkach to
dziatanie jest hamowane przez PARP1, natomiast przy zastosowaniu inhibitora
PARP1 kompleks E2F4/p130 przylgcza sie do okreslonych miejsc regulatorowych
w DNA, hamujgc transkrypcje BRCA1 i RAD51 [94]. Poniewaz biatka BRCA1 i
RADS51 biorg udziat w naprawie DNA (stanowig elementy sktadowe wczesniej
wspomnianego BRCA-ness), ktore moze rowniez by¢ uszkodzone przez
promieniowanie rentgenowskie, ich wspieranie przez PARP1 jest kolejnym

mechanizmem prowadzgcym do radioodpornosci.

Jeszcze inne badanie, przeprowadzone nad komdrkami raka nosogardta
wykazato, ze PARP1 na drodze szlaku AMPK/mTOR aktywuje procesy autofagii, co
zmniejsza wrazliwos¢ nowotworu na radioterapie [101]. Zastosowanie inhibitora

PARP1 wigzato sie z uwrazliwieniem komorek raka na promieniowanie [101].

Podwyzszone stezenia PARP1 badZz jego przetrwata aktywacja powodujg
opornos¢ nowotworu takze na chemioterapie. Wykazano na przyktad, ze
w komoédrkach niedrobnokomorkowego raka ptuc zwiekszona ekspresja PARP1
wigzata sie z opornoscig na zwigzki platyny, zas w komodrkach glejaka
wielopostaciowego konstytucyjna nadmierna aktywnosS¢ biatka zwigzana byta
zarébwno z opornoscig na temozolomid, jak i progresjg nowotworu [102]. Ten
mechanizm opornosci wigze sie przede wszystkim ze zdolnosciami PARP1 do
naprawy DNA [102].

PARP1 moze przyczynia¢ sie do rozwoju opornosci rowniez na
hormonoterapie. Na przyktadzie raka piersi wykazano bowiem, ze leczenie
tamoksyfenem wigzato sie z wyindukowaniem parylacji receptora estrogenowego q,

zawiadywanej przez PARP1, a w konsekwencji rozwojem opornosci na dziatanie
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tamoksyfenu [103]. Zastosowanie w takiej sytuacji inhibitora PARP1 powodowato

przetamanie tej opornosci [103].

Ostatni wymieniony aspekt, tj. role w rozwoju opornosci na rézne formy terapii,
zainspirowat wiele badan nad rolg inhibitorow PARP1 w ich potencjacji. Wiecej mowy

o tym bedzie w nastepnym podrozdziale.

1.6.6. Aktualny stan wiedzy na temat prowadzonych badan nad zastosowaniem

inhibitorow PARP1 w praktyce klinicznej

Ostatnie lata badan zaowocowaty opracowaniem pewnej liczby zwigzkow
chemicznych, ktére docelowo wptywajg na PARP1 i w pewnych przypadkach rowniez
na inne biatka z tej rodziny. Grupe tych zwigzkéw nazywa sie inhibitorami PARP
(PARP-i). Kilka z nich osiggneto na tyle zadowalajgce wyniki w badaniach klinicznych
(olaparyb, rukaparyb, niraparyb, talazoparyb), ze FDA wydato zezwolenie na ich
stosowanie w onkologii klinicznej. Leki te znajdujg zastosowanie przede wszystkim
w niektérych typach raka jajnika, jajowodu czy pierwotnego raka otrzewnej (na tg
grupe rozpoznan bede dalej stosowat skrét OFTPPC — ovarian, fallopian tube and
primary peritoneal cancer), a niekiedy takze w raku piersi. Czesto ich aplikacja jest
uwarunkowana stwierdzeniem mutacji w obrebie genow BRCA1 czy BRCA2, co ma
swoje uzasadnienie w wyzej umowionej wspotzaleznosci BRCA i PARP1 oraz
zwigzanym z tym zjawiskiem SL. Dalsze kilka lekéw (pamiparyb, weliparyb) wcigz
znajduje sie w fazie badan klinicznych, ktére mogg w przysztosci poszerzy¢ arsenat
lekébw w wyzej wymienionych nowotworach, bgdz tez poszerzy¢ wskazania juz

stosowanych inhibitoréw PARP o kolejne typy nowotwordw narzgdowych.

Opisuje sie gtownie dwa mechanizmy, na drodze ktérych PARP-i interferujg
z docelowym biatkiem. Pierwszym z nich jest zaktocanie cyklu katalitycznego
(parylacji), w jakim uczestniczag PARP [62]. PARP-i mianowicie konkurujg
z substratem enzymu (NAD*) o miejsce w centrum katalitycznym, prowadzgc do
inhibicji kompetencyjnej biatka [104]. Drugim mechanizmem jest tzw. trapping, czyli
blokowanie, uwiezienie biatka, ktére przytgczyto sie do DNA w miejscu jego
uszkodzenia [62]. Blokowanie to uniemozliwia autoparylacje PARP, a tym samym
nastepcze odigczenie sie biatka, by zapewni¢ miejsce dla dziatania biatek
naprawiajgcych uszkodzone DNA [62]. Pod wzgledem sity trappingu PARP-i nie sg

réwnocenne; przyktadowo olaparyb i rukaparyb blokujg PARP najstabiej, niraparyb
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W mochiejszym stopniu, za$ talazoparyb wiezi biatko docelowe ok. 100 razy mocniej
niz niraparyb [62]. Weliparyb z kolei, zdolny do blokowania parylacji, w bardzo
niewielkim stopniu zdolny jest do trappingu. Wydaje sie, ze to wiasnie drugi
mechanizm, trapping, przede wszystkim odpowiada za efekt cytotoksyczny wywotany
przez PARP-i; przemawia za tym m.in. fakt, ze talazoparyb, najsilniej blokujgcy
PARP w jego potgczeniu z DNA, wykazuje jednoczesnie najsilniejszg

cytotoksycznosc¢ [104].

Pierwszym PARP-i wprowadzonym do szerszego uzytku jest olaparyb, bedacy
inhibitorem PARP1, PARP2 i PARP3 [75]. Zatwierdzony zostat przez FDA pod koniec
2014 roku, ktorego wskazania rozszerzano w Kkolejnych latach [105]. Obecnie
stosowany jest wybranych przypadkach OFTPPC oraz raka piersi [105,106].
W Polsce dostepny jest gtdwnie dla pacjentek z OFTPPC w ramach programu
lekowego numer B.80, bedac jednoczesnie jedynym refundowanym PARP-i [55].

Drugim PARP-i jest rukaparyb, inhibitor PARP1 i PARP2, zatwierdzony w roku
2016 przez FDA do stosowania w wybranych przypadkach OFTPPC [75,105,107].

Kolejnym PARP-i dopuszczonym do obrotu jest niraparyb, bedgcy réwniez
inhibitorem PARP1 i PARP2 [75]. Zgode na jego stosowanie FDA wyrazito w roku
2017 [105]. Podobnie jak w poprzednim przypadku, stosowany jest
u wyselekcjonowanych pacjentek z OFTPPC [105,108].

Najnowszym przedstawicielem PARP-i dopuszczonym do praktyki klinicznej
jest talazoparyb, dziatajgcym hamujgco wylgcznie na PARP1 [75]. Lek ten,
zatwierdzony w 2018 roku przez FDA, jest wskazany jako monoterapia u wybranych

osbb ze diagnozg raka piersi [109].

Pamiparyb jest inhibitorem PARP1 i PARP2, wcigz niedostepnym w szerszej
praktyce klinicznej [110]. Prowadzony jest nad nim szereg badan w stosowania go
w monoterapii raku prostaty, jajnika, carcinosarcoma, raku piersi (w tym potrojnie
negatywnym), zaawansowanym badz nieoperacyjnym raku zotagdka czy
zaawansowanych nowotworach litych w ogdle [111-117]. Trwajg takze badania
kliniczne nad terapig tgczong =z tislelizumabem (przeciwciatem skierowanym
przeciwko PD-1 [110]) w zaawansowanych nowotworach litych [118],

temozolomidem w glejakach (w kazdym stopniu wg klasyfikacji WHO, ze
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szczegolnym naciskiem na stopnie I, Il oraz IV) czy innych nowotworrach litych

[119-121] a takze z radioterapig i/lub temozolomidem w glioblastoma [122].

Weliparyb jest inhibitorem zaréwno PARP1, jak i PARP2 [75]. Nad zwigzkiem
tym prowadzono i prowadzonych wcigz jest wiele badan i nie sposéb wymieni¢ ich
wszystkich. Ogranicze sie do wspomnienia czesci z tych, ktére sg w toku; skupiajg
sie one zasadniczo na stosowaniu weliparybu w potgczeniu z innymi terapiami
(chemioterapig, radioterapig, leczeniem celowanym bgdz w kombinacjach,
w zaleznosci od standardowych protokotéw) w bardzo szerokim spektrum
nowotworéw, np. raku piersi [123-131], OFTPPC [132-135], nowotworach
zarodkowych jadra [136], raku trzustki [137-140], nowotworach osrodkowego uktadu
nerwowego [141,142], roéznymi postaciami ostrej biataczki czy zespotow
mieloproliferacyjnych [143-145], drobnokomdrkowym bgdz niedrobnokomérkowym

raku ptuca [146-148] czy wreszcie rakiem gruczotu krokowego [149].

Podejmowanych jest wiele badan nad PARP-i zarbwno w monoterapii, jak
i w potgczeniu z innymi formami terapii (w tym takze ro6znego rodzaju przeciwciatami
czy lekami celowanymi). Omowienie ich wszystkich przekracza zakres niniejszej
rozprawy, w zwigzku z czym ogranicze sie do odestania do kilku zrodet
[104,150,151], a jedynie wiecej miejsca poswiece badaniom nad PARP-i

w konteks$cie czerniaka.

Zakonczonych badan dotyczgcych wytgcznie badz gtéwnie czerniaka jest
niewiele; zalicza sie do nich opublikowane w 2015 roku badanie pacjentow
z nieresekcyjnym lub przerzutowym czerniakiem, ktorych poddawano leczeniu
weliparybem z temozolomidem lub samym temozolomidem [152]. Po kilkuletnigj
obserwacji nie stwierdzono statystycznie znaczgcego wydituzenia PFS ani OS,
ponadto w grupie z tgczong terapig czesciej stwierdzano dziatania niepozgdane

w poréwnaniu do grupy leczonej jedynie temozolomidem [152].

W przesziosci przeprowadzono ponadto badanie kliniczne | fazy nad terapig
taczong olaparybu z dakarbazyng nad réznymi nowotworami, w tym czerniakiem
w ktorym zaobserwowano jedynie czesciowg odpowiedZz na leczenie u dwoch
pacjentow — obie osoby miaty zdiagnozowanego czerniaka [153]. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w badaniu uczestniczyty az 33 osoby z rozpoznaniem melanoma,

w zwigzku z czym uzyskane rezultaty nie sg satysfakcjonujgce [153].
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Cho¢ dotychczasowe wyniki badan nie sg zadowalajace, to jednak
podejmowane sg dalsze proby leczenia czerniaka za pomocg PARP-i. Obecnie toczy
sie kilka badan na tym obszarze (czes¢ w fazie planowania, czes¢ w fazie rekrutaciji,

czesc w dalszych fazach).

Wymieni¢ tu nalezy badanie nad olaparybem u pacjentow z przerzutowym
czerniakiem, niewykazujgcych mutacji w genach BRAF i NRAS, a wykazujgcych
aberracje genetyczne w genach dla BRCA1, BRCA2 lub ATM oraz jednoczesnie
nietolerujgcych standardowej immunoterapii bgdz nieodpowiadajgcych na nig, po tym
jak leczenie standardowg immunoterapig okaze sie nieskuteczne badz Zle

tolerowane [154].

Inne badanie skupia sie na zastosowaniu niraparybu u pacjentow
z przerzutowym czerniakiem, u ktorych wykazano mutacje w genach biatek
uczestniczgcych naprawie DNA na drodze rekombinacji homologicznej (np. BRCA1,
BRCA2, ATM, CHEK?2) [155].

W jeszcze innym badaniu stosowana jest tgczona terapia talazoparybem
z niwolumabem u pacjentow z nieresekcyjnym lub przerzutowym czerniakiem ze
stwierdzong mutacjag w obrebie BRCA1, BRCAZ2 lub innego genu zwigzanego
z fenotypem BRCA-ness [156].

Kolejne badanie dotyczy leczenia za pomocg niraparybu nowotwordw
wykazujgcych mutacje w obrebie BAP1, a takze innych gendw biorgcych udziat
w odpowiedzi komoérkowej na uszkodzenie DNA, wpisujgcych sie w zjawisko
BRCA-ness — w grupie badanej, co warto podkresli¢, znalezli sie¢ miedzy innymi

chorzy z czerniakiem btony naczyniowej oka [157].

Wreszcie ostatnie badanie dotyczy terapii taczonej (paklitaksel, karboplatyna

oraz weliparyb) w réznych nowotworach litych, rowniez w czerniaku [158].
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2. CELE | ZALOZENIA PRACY
2.1. Cele pracy

Celami niniejszej rozprawy doktorskiej opierajacej sie na analizie grupy

128 pacjentéw z rozpoznanym czerniakiem skory s3a:

e Ocena ekspresji biatka PARP1 w komodrkach nowotworowych guzéw
pierwotnych u powyzszych pacjentow za pomocg metody

immunohistochemicznej (IHC);

e Analiza korelacji ekspresji biatka PARP1 ze szczegdtowymi parametrami
klinicznymi (wiek i pte¢ pacjentow, lokalizacja guza pierwotnego, status
weztéw wartowniczych i regionalnych wezidéw chtonnych oraz obecnos¢ lub
brak przerzutow odlegtych, stopnien klinicznego zaawansowania wg AJCC
(edycja 8), nawrdt choroby nowotworowej) oraz histopatologicznymi (grubosc
nacieku nowotworowego wg skali Breslowa i Clarka, obecnos¢ owrzodzenia,
wskaznik mitotyczny, obecnos¢ limfangioinwazji, obecno$¢ i gradacja
limfocytarnego nacieku zapalnego (tumor-infiltrating lymphocytes, TILS),

obecnos¢ mikrosatelitozy oraz wyktadnikow morfologicznych regresji);

¢ Analiza wptywu ekspresiji biatka PARP1 na przezycia pacjentow z czerniakiem
skory w kontekscie czasu przezycia specyficznego dla choroby nowotworowej
(cancer-specific overall survival, CSOS) oraz czasu wolnego od nawrotu

choroby nowotworowej (disease-free survival, DFS).

2.2. Zatozenie pracy: ocena ekspresji PARP1 jako potencjalnie uzyteczne
narzedzie prognostyczne?

Czerniak, cho¢ nie jest najczestszym nowotworem skory, cechuje sie
umieralnoscig  zdecydowanie  wyzszg niz w  przebiegu  nowotwordw
niemelanocytarnych (BCC, SCC). Wyniki leczenia melanoma ulegajg poprawie,
jednak wcigz znaczna liczba pacjentéow, zwitaszcza w Polsce, jest diagnozowana
z nowotworem w zaawansowanym stadium, w ktérym chirurgiczne wyciecie jest

niewystarczajgce, a leczenie adiuwantowe nie prowadzi do wyleczenia.

W  ostatnich latach  przezywamy  gwattowny rozwdj  medycyny

personalizowanej, ktory rowniez obejmuje pacjentéw z diagnozg czerniaka. Gtoéwne
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klasy nowych lekow wprowadzone do leczenia tego nowotworu obejmujg
immunoterapeutyki oraz leki ukierunkowane molekularnie. Nie zawsze jednak sg one
skuteczne, m.in. wskutek rozwijajgcej sie opornosci na nie podczas terapii lub/i
zroznicowania mutacji w komorkach nowotworowych — zarowno pomiedzy
poszczegdlnymi pacjentami, jak i w obrebie guza u pojedynczego pacjenta. Stad

wyptywa koniecznos¢ poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych.

Nowg opcjg leczniczg mogtoby by¢ uzycie, juz stosowanych w terapii raka
piersi i raka jajnika, inhibitorow PARP1. Biatko to bowiem, jak opisywano wyzej, jest
waznym enzymem uczestniczgcym w réznych procesach komorkowych, witgczajgc
naprawe DNA i regulacje $mierci komorki — procesach niezwykle kluczowych
w nowotworzeniu. Dotychczas, o czym bedzie wspomniane jeszcze w dyskusji, nie
przeprowadzono zbyt wielu badan nad rolg PARP1 w melanomagenezie
(w literaturze polskojezycznej brak na ten temat jakiejkolwiek pozycji). Jej
podstawowym zatozeniem jest immunohistochemiczna ocena ekspresji biatka
PARP1 oraz analiza korelacji jego ekspresji ze szczegdtowymi parametrami
klinicznymi, histopatologicznymi i rokowaniem u pacjentow z czerniakiem skory.
Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ wktad w dotychczasowy stan wiedzy na temat
melanomagenezy, a takze sta¢ sie punktem wyjscia do bardziej ztozonych badan
nad inhibicjg biatka PARP1 i potencjalnym rozszerzeniem wachlarza wskazan do

zastosowania jego inhibitorow w postepowaniu onkologicznym.
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3. MATERIAL | METODY
3.1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy

Materiatem badawczym byta grupa 128 pacjentow z rozpoznanym czerniakiem
skory w latach 2005-2010, ktérzy byli leczeni w Opolskim Centrum Onkologii (OCO)
w Opolu. Analizowana grupa badana zostata wyodrebniona na podstawie
dostepnosci materiatu tkankowego (bloczkéw parafinowych i preparatow
histopatologicznych), ktére stanowity podstawe do rozpoznania czerniaka oraz

dostepnosci dokumentacji medyczne;.

Petne dane kliniczne ustalono na podstawie archiwalnej dokumentacii
medycznej zakwalifikowanych do badania pacjentéw. Przebieg postepowania
diagnostyczno-terapeutycznego zostat ustalony w oparciu o analize historii chorob

z Poradni Onkologicznej OCO.

Szczegodtowa charakterystyka kliniczna obejmowata nastepujgce parametry:
wiek i pte€¢ pacjentéw, lokalizacja guza pierwotnego, status weztdw wartowniczych
i regionalnych weztéw chfonnych oraz obecnos¢ lub brak przerzutow odlegtych,
stopnien klinicznego zaawansowania wg AJCC (edycja 8) oraz dane o ewentualnym

nawrocie choroby nowotworowej (Tabela 1).

Pacjenci zakwalifikowani do niniejszego badania leczeni byli wediug
obowigzujgcych owczesnie standardéw. Przeprowadzano biopsje wycinajgcg zmiany
pierwotnej. Po histopatologicznym potwierdzeniu rozpoznania czerniaka skory
poszerzano zabieg pierwotny poprzez wyciecie blizny z marginesem 5, 10 lub 20 mm
niezmienionej skory w zaleznosci od gtebokosci naciekania wg Breslowa
i ewentualnie lokalizacji guza pierwotnego. W przypadkach cNO i gdy grubosé¢
nacieku wg Breslowa wynosita powyzej 1 mm (>pT1a) wykonywano biopsje wezta
wartowniczego. W przypadku przerzutow do regionalnych weztdw chtonnych

(stwierdzonych pierwotnie lub w wyniku SLNB) wykonywano limfadenektomie.
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy badawcze;.

CHARAKTERYSTYKA KLINICZNO-PATOLOGICZNA PACJENTOW No (%)
Wszyscy pacjenci 128 (100.0)
Wiek - zakres: 18-86 lat; Srednia: 62+15; mediana: 65
Pte¢
Kobiety 65 (50.8)
Mezczyzni 63 (49.2)
Lokalizacja guza pierwotnego
Gtowal/szyja 11 (8.6)
Konczyny 54 (42.2)
Tutéw 59 (46.1)
Dton/stopa 4(3.1)
Guz pierwotny (pT)
pT1 30 (23.4)
pT2 20 (15.6)
pT3 35 (27.4)
pT4 43 (33.6)
Status biopsji wezta wartowniczego (SNLB) 56 (100.0)
Bez przerzutéw (SNLB-) 34 (60.7)
Obecne przerzuty (SNLB+) 22 (39.3)
Status regionalnych weziéw chitonnych (pN)
Bez przerzutéw (pN-) 96 (75.0)
Obecne przerzuty (pN+) 32 (25.0)
Przerzuty odlegte
Brak 115 (89.8)
Obecne 13 (10.2)
Nawroét choroby nowotworowej
Bez nawrotu 82 (64.1)
Nawrét obecny 46 (35.9)
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3.2. Charakterystyka histopatologiczna guzéw

Do badan wykorzystano archiwalny materiat tkankowy pochodzgcy z zabiegow
operacyjnych utrwalony w 10% roztworze buforowanej formaliny i zatopiony

w bloczkach parafinowych.

Przeprowadzono weryfikacje pierwotnych rozpoznan
histopatologicznych (dr hab. n. med. Piotr Donizy) oraz uzupetniono dane
histopatologiczne o szczegotowe parametry, ktére nie byly ocenione. Petna
charakterystyka guzoéw pierwotnych obejmowata nastepujgce parametry: grubosc¢
nacieku nowotworowego wg skali Breslowa i Clarka, obecnos¢ owrzodzenia,
wskaznik mitotyczny, obecnos¢ limfangioinwazji, obecnos¢ i gradacja limfocytarnego
nacieku zapalnego (tumor-infiltrating lymphocytes, TILs), obecno$¢ mikrosatelitozy

oraz wyktadnikdw morfologicznych regresji) (Tabela 2).

42



Tabela 2. Parametry histopatologiczne guzow pierwotnych.

PARAMETRY HISTOPATOLOGICZNE GUZA PIERWOTNEGO No (%)
Grubos¢ nacieku wg Breslowa

<1 mm 30 (23.4)

1.01-2.00 mm 20 (15.6)

2.01-4.00 mm 35 (27.4)

>4 mm 43 (33.6)
Grubos¢ nacieku wg Clarka

I 0 (0.0)

Il 37 (28.9)

1] 42 (32.8)

v 36 (28.1)

Vv 13 (10.2)
Typ histologiczny

Czerniak szerzacy sie powierzchownie (SSM) 58 (45.3)

Czerniak guzkowy (NM) 66 (51.6)

Czerniak akralny (ALM) 4(3.1)
Wskaznik mitotyczny

0 34 (26.8)

1-3 26 (20.4)

24 67 (52.8)
Owrzodzenie

Brak 77 (60.1)

Obecne 51 (39.8)
Limfangioinwazja

Brak 121 (94.5)

Obecna 7 (5.5)
Limfocytarny naciek zapalny (TILS)

Brak 7 (5.5)

Staby/umiarkowany 79 (61.7)

Intensywny 42 (32.8)
Mikrosatelitoza

Brak 123 (96.1)

Obecna 5(3.9)
Regresja

Brak 122 (95.3)

Obecna 6 (4.7)
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3.3. Badania immunohistochemiczne

Reakcje immunohistochemiczne (IHC) wykrywajgce biatko PARP1
przeprowadzono z uzyciem mysiego, monoklonalnego przeciwciata (B-10: sc-74470
rozcienczenie 1:50; Santa Cruz Biotechnology, USA) wykorzystujgc skrawki
parafinowe z guzéw pierwotnych o grubosci 4 um. Odparafinowanie, ponowne
uwodnienie i odstoniecie antygenu wykonano przy uzyciu PT Link, z EnVision Target
Retrieval Solution (Dako, Glostrup, Dania) stosowanym przez 20 do 40 minut
podczas inkubacji w 97°C. Barwienie przeprowadzono przy uzyciu Autostainer Link
z odczynnikiem do wizualizacji EnVision FLEX / HRP (SM802 Dako, Glostrup,
Dania).

Celem skontrolowania prawidtowosci zastosowanej procedury
immunohistochemicznej wykonano kontrole pozytywne oraz negatywne.
Przeciwciata byty w kontrolach zastepowane surowicg celem eliminacji nieswoistych

reakcji immunoglobulin.

3.4. Histopatologiczna ocena immunoekspresji PARP1 w komérkach
czerniaka

Ocene ekspresji PARP1 przeprowadzono wykorzystujgc mikroskop sSwietiny
OLYMPUS BX41. Zastosowano powiekszenia: okular 10x, obiektywy 20x i 40x.
Histopatologiczng ewaluacje preparatow immunohistochemicznych przeprowadzili
dr hab. n. med. Piotr Donizy oraz lek. Jakub Marczuk (doktorant). Reakcje
immunohistochemiczne zostaty ocenione wykorzystujgc metode H-score, wedtug

ponizszego wzoru:
H-score = 1xP1 + 2xP2 + 3xP3

gdzie P1: % komorek o stabej immunoreaktywnosci, P2: % komdrek o umiarkowanej
immunoreaktywnosci, P3: % komorek o silnej immunoreaktywnosci. Uzyskane

wartosci miescity sie w zasiegu wartosci 0-300 [159].

Na ponizej przedstawionych mikrofotografiach uwidoczniono przypadki
z roznym nasileniem ekspresji badanego biatka PARP1 w komorkach guza
pierwotnego (Mikrofotografie 1-6).
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Mikrofotografia 2. Nieduzego stopnia ekspresja PARP1 w obrebie jgder komoérek
czerniaka. Brak immunoreaktywnosci w obrebie keratynocytow (x400).
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Mikrofotografia 3. Wysoka ekspresja PARP1 w komorkach czerniaka
w komponencie melanoma in situ (x200).

Mikrofotografia 4. Pagetoidny typ naciekania naskérka przez PARP1-dodatnie
komorki czerniaka (%x400).
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Mikrofotografia 5. Nadekspresja PARP1 w obrebie komérek czerniaka in situ oraz
wysoki odsetek PARP1-dodatnich limfocytow (x200).
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Mikrofotografia 6. Wysoka immunoreaktywnos¢ PARP1 w obrebie komodrek
czerniaka inwazyjnego (x200).
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3.5. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna oraz nadzor nad prawidiowg interpretacjg otrzymanych
wynikow zostaty przeprowadzone przez dr hab. inz. Przemystawa Biecka, prof. PW,
adiunkta Zaktadu Statystyki Matematycznej na Wydziale Matematyki, Informatyki
i Mechaniki Politechniki Warszawskiej.

Analiza statystyczna przeprowadzona zostata z uzyciem programu
,R language” (dostep online: https://www.r-project.org) oraz pakietu ,Survminer”
(dostep online: https://cran.r-project.org/package=survminer).

Na potrzeby analizy statystycznej dokonano podziaty grupy badanej na dwie
podgrupy: (1) z wysokg ekspresjg PARP1, definiowang jako H-score >280 (30/128;
23.4% pacjentdow) oraz z obnizong ekspresja PARP1, definiowang jako H-score
< 280 (98/128; 76.6% pacjentow).

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg nastepujgcych testéw:

e Wilcoxona dla par obserwaciji (w celu okreslenia korelacji pomiedzy nasileniem
ekspresji PARP1 a zmiennymi ciggtymi);

e doktadny Fishera (w celu okreslenia korelacji pomiedzy nasileniem ekspresii
PARP1 a zmiennymi binarnymi);

e chi? (w przypadku, gdy cho¢ jedna z cech jest nominalna);

e estymator Kaplana-Meiera funkcji przezycia i test log-rank (w celu okreslenia
korelacji pomiedzy nasileniem ekspresji PARP1 a kategoriami przezycia).
Celem okreslenia wptywu ekspresji PARP1 na przezycia pacjentow

z czerniakiem skory wykorzystano dwie kategorie czasu przezycia — CSOS (czas
specyficzny dla choroby nowotworowej, cancer specific overall survival) oraz DFS

(czas wolny od nawrotu, disease free survival). Za poziom istotnosci przyjeto p<0.05.
3.6. Zgoda Komisji Bioetycznej

W pracy wykorzystano archiwalng dokumentacje medyczng pacjentow oraz
materiat tkankowy — badanie miato charakter retrospektywny. Praca uzyskata zgode
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu dn. 6 maja 2020
(Skany 1 2).
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KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroclawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB — 277 /2020

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, powolana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajaca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
0 zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z pdzniejszymi
zmianami ) w skladzie:

prof. dr hab. Jacek Daroszewski (choroby wewnetrzne, endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szczekowa, chirurgia stomatologiczna)

mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygtdd, prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miller  (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

prof. dr hab. Leszek Szenborn, (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielggniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojeniska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslaskiej Izby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i potoznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dzialalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,

po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.

.Znaczenie prognostyczne ekspresji polimerazy poli(ADP-rybozy)-1(PARP-1) u pacjentow
z czerniakiem skory™

Skan 1. Zgoda Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan (strona 1.)
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zgloszonym przez lek. Jakuba Marczuka zatrudnionego w Oddziale Dermatologicznym
z Pododdzialem Dermatologii Dziecigcej Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego
Osrodka Badawczo Rozwojowego we Wroclawiu oraz zlozonymi wraz z wnioskiem
dokumentami, w tajnym glosowaniu postanowita wyrazi¢ zgode na przeprowadzenie badania
w Katedrze i Zakladzie Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej pod nadzorem dr hab.
Piotra Donizego pod warunkiem zachowania anonimowosci uzyskanych danych.

Uwaga: Badanie to zostalo objete ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu z tytutu prowadzonej dziatalnosci.

Pouczenie: W ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwotania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroctawiu.

Opinia powyzsza dotyczy projektu badawczego bedacego podstawa rozprawy doktorskiej.

Wroctaw, dnia é maja 2020 r. i Wroctawiu
’ wers yczny we
> Kg‘ BIOETYCZNA
niczacy

pfof. hab. Jan Kornafel

Skan 2. Zgoda Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan (strona 2. — ostatnia)
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4. WYNIKI

4.1. Ekspresja PARP1 w komoérkach guza pierwotnego

Ekspresja PARP1, zdefiniowana jako H-score > 0, zostata wykazana w 127
guzach pierwotnych (99.2% przypadkéw); jedynie w jednym przypadku (0.8%)
immunoreaktywno$é PARP1 nie zostata zaobserwowana. Sredni H-score wynosit:
229.88 (+ 67.68), zas mediana: 245. We wszystkich dodatnich przypadkach
wykazano wytgcznie jgdrowg ekspresje PARP1.

Niskg ekspresje PARP1 (definiowang jako H-score < 280) stwierdzono u 98
pacjentow (76.6%), zas wysokg (definiowang jako H-score > 280) wykazano u 30
pacjentow (23.4%).

4.2. Korelacje pomiedzy parametrami ekspresji PARP1 w komérkach guza

pierwotnego a parametrami klinicznymi pacjentéw

U pacjentow cechujgcych sie wysokg ekspresjg PARP1 czerniak czesciej
lokalizuje sie na skorze gtowie i szyi w poréwnaniu do grupy wykazujgcej obnizong
ekspresje PARP1 (p=0.015). Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy zwiekszong immunoreaktywnoscig PARP1 i pozostatymi parametrami

klinicznymi (Tabela 3).
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Tabela 3. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja PARP1 i parametrami klinicznymi
pacjentéw z czerniakiem skory.

Ekspresja PARP1

PARAMETRY KLINICZNE Niska Wysoka Wartosé p
(H-score £280) (H-score >280)
(No. 98) (No. 30)

Wiek (18-86) 2 61 (50 - 73) 69 (58 - 74) 0.090
Pte¢® 0.41

Kobiety 52 (53%) 13 (43%)

Mezczyzni 46 (47%) 17 (57%)
Lokalizacja guza 0.015
pierwotnego ©

Gtowa/szyja 4 (4%) 7 (23%)

Konczyny 44 (45%) 10 (33%)

Tutéw 46 (47%) 13 (43%)

Dton/stopa 4 (4%) 0 (0%)
Guz pierwotny (pT) 2 0.16

pT1 27 (28%) 3 (10%)

pT2 15 (15%) 5 (17%)

pT3 27 (28%) 8 (27%)

pT4 29 (30%) 14 (47%)
Status biopsji wezta 0.099
wartowniczego (SNLB) °

Bez przerzutéw (SNLB-) 24 (54%) 10 (83%)

Obecne przerzuty (SNLB+) 20 (46%) 2 (17%)
Status regionalnych weziow 0.63
chtonnych (pN) ©

Bez przerzutow (pN-) 72 (73%) 24 (80%)

Obecne przerzuty (pN+) 26 (27%) 6 (20%)
Przerzuty odlegte® 1.0

Brak 88 (90%) 27 (90%)

Obecne 10 (10%) 3 (10%)
Nawroét choroby 0.083
nowotworowej °

Bez nawrotu 67 (68%) 15 (50%)

Nawrot obecny 31 (32%) 15 (50%)

a wartosc¢ p dla testu Wilcoxona dla par obserwacji
b wartos¢ p dla testu doktadnego Fishera
¢ wartos¢ p dla testu chi?

Pogrubiong czcionkg wyrézniowo p < 0,05.
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4.3. Korelacje pomiedzy parametrami ekspresji PARP1 w komérkach guza

pierwotnego a parametrami histopatologicznymi

Analiza statystyczna ujawnita istotne statystycznie korelacje pomiedzy
podwyzszong ekspresja PARP1 a czestszym wystepowaniem owrzodzenia
(p=0.036) oraz wyzszym wskaznikiem mitotycznym (p=0.0010). Nie potwierdzono
zaleznosci pomiedzy ekspresja PARP1 a pozostatymi histopatologicznymi

parametrami guzéw pierwotnych (Tabela 4).

53



Tabela 4. Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg PARP1 i parametrami
histopatologicznymi guzéw pierwotnych pacjentow z czerniakiem skory.

Ekspresja PARP1

PARAMETRY HISTOPATOLOGICZNE Niska Wysoka Wartos¢ p
(H-score £280) (H-score >280)
(No. 98) (No. 30)

Grubosé nacieku wg Breslowa @ 0.16
<1 mm 27 (28%) 3 (10%)
1.01-2.00 mm 15 (15%) 5 (17%)
2.01-4.00 mm 27 (28%) 8 (27%)
>4 mm 29 (30%) 14 (47%)

Glebokos$¢ nacieku wg Clarka @ 0.37
I 0 (0%) 0 (0%)

Il 32 (33%) 5 (17%)
1] 30 (31%) 12 (40%)
A 26 (27%) 10 (33%)
Vv 10 (10%) 3 (10%)

Typ histologiczny ® 0.30
Czerniak szerzgcy sie 47 (48%) 11 (37%)

powierzchownie (SSM)

Czerniak guzkowy (NM) 47 (48%) 19 (63%)
Czerniak akralny (ALM) 4 (4%) 0 (0%)

Wskaznik mitotyczny 2 0.0010
0 33 (34%) 1 (4%)

1-3 19 (20%) 7 (23%)
24 45 (46%) 22 (73%)

Owrzodzenie °© 0.036
Brak 64 (65%) 13 (43%)

Obecne 34 (35%) 17 (57%)

Limfangioinwazja © 1.0
Brak 92 (94%) 29 (97%)

Obecna 6 (6%) 1 (3%)

Limfocytarny naciek zapalny (TILs) © 0.60
Brak 6 (6%) 1 (3%)
Staby/umiarkowany 58 (59%) 21 (70%)

Intensywny 34 (35%) 8 (27%)

Mikrosatelitoza © 0.084
Brak 96 (98%) 27 (90%)

Obecna 2 (2%) 3 (10%)

Regresja ¢ 0.14
Brak 95 (97%) 27 (90%)

Obecna 3 (3%) 3 (10%)

& wartosc¢ p dla testu Wilcoxona dla par obserwacji
b wartos¢ p dla testu chi?
¢ wartos¢ p dla testu doktadnego Fishera

Pogrubiong czcionkg wyrézniowo p < 0,05.
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4.4. Analiza wptywu ekspresji PARP1 na przezycia odlegte — estymatory
Kaplana-Meiera dla CSOS (cancer-specific overall survival) i DFS (disease-free

survival)

Analiza krzywych Kaplana-Meiera nie wykazata korelacji pomiedzy ekspresjg
PARP1 a rokowaniem u pacjentow z czerniakiem skory, zaréwno w kontek$cie czasu
specyficznego dla choroby nowotworowej (CSOS; p=0.36) (Wykres 1), jak i czasu
wolnego od nawrotu (DFS; p=0.098) (Wykres 2).

Melanoma-specific survival for H score

Strata value=H-score ¢= 280 =+ wvalue=H-score > 280

1.001 - _I'L

0.751
=
E
(3]
0
e
o 0.501
‘©
=
e
=
7]

0.25 1

p=0.36
0.00 1
0 2 4 6 8 10
Years
Number at risk
© 96 60 43 27 10 2
o
B value=H-score > 2804 30 22 10 6 3 1
0 2 4 6 8 10
Years

Wykres 1. Znaczenie prognostyczne immunoreaktywnosci PARP1 w kontekscie
wptywu na dtugos¢ CSOS. Linia czerwona obrazuje przypadki z H-score < 280, zas
linia niebieska — z H-score > 280.
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Recurrence-free survival for H score

Strata value=H-score <= 260 — value=H-score > 260

1.00 B,
1“1
0.751
=
E
(1]
=)
o
o 0.501
‘©
=
z
=
@
0.25
p = 0.098
0.001
0 2 4 6 8 10
Years
Number at risk
© 98 55 35 21 9 2
o
0 value=H-score s> 2804 30 17 7 3 | 0
0 2 4 6 8 10
Years

Wykres 2. Znaczenie prognostyczne immunoreaktywnosci PARP1 w kontekscie
wptywu na dlugos¢ DFS. Linia czerwona obrazuje przypadki z H-score < 280, zas
linia niebieska — z H-score > 280.

4.5. Korelacje pomiedzy parametrami ekspresji PARP1 w komérkach guza
pierwotnego a parametrami klinicznymi u pacjentéw bez przerzutéw w wezlach

chtonnych

W grupie pacjentow niewykazujgcych przerzutow w weztach chtonnych (96
pacjentow) wykazano korelacje pomiedzy podwyzszong ekspresjga PARP1
a zaawansowaniem guza pierwotnego (pT; p=0.0016), pojawieniem sie nawrotu
choroby (p=0.0061) oraz czestszym wystepowaniem nowotworu na skérze gtowy
i szyi (p=0.016). Pomiedzy ekspresjg PARP1 a wiekiem pacjentow, picig
i obecnoscig przerzutéw odlegtych statystycznie istotnych zaleznosci nie wykazano
(Tabela 5).
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Tabela 5. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja PARP1 i parametrami klinicznymi
pacjentéw z czerniakiem skory bez przerzutéw w weztach chtonnych.

Ekspresja PARP1

PARAMETRY KLINICZNE Niska Wysoka Wartosé p
(H-score <280) (H-score >280)
(No. 72) (No. 24)
Wiek (24-86) 2 61 (50 - 73) 70 (60 - 75) 0.055
Pte¢® 1.0
Kobiety 37 (51%) 12 (50%)
Mezczyzni 35 (49%) 12 (50%)
Lokalizacja guza 0.016
pierwotnego ©
Gtowal/szyja 3 (4%) 6 (25%)
Konczyny 33 (46%) 8 (33%)
Tutow 36 (50%) 10 (42%)
Dton/stopa 0 (0%) 0 (0%)
Guz pierwotny (pT) 2 0.0030
pT1l 26 (36%) 2 (8%)
pT2 15 (21%) 5 (21%)
pT3 20 (28%) 5 (21%)
pT4 11 (15%) 12 (50%)
Przerzuty odlegte 1.0
Brak 68 (94%) 23 (96%)
Obecne 4 (6%) 1 (4%)
Nawroét choroby 0.0061
nowotworowej °
Bez nawrotu 60 (87%) 13 (54%)
Nawro6t obecny 12 (17%) 11 (46%)

a wartosc¢ p dla testu Wilcoxona dla par obserwacji
b warto$¢ p dla testu doktadnego Fishera
¢ warto$¢ p dla testu chi?

Pogrubiong czcionkg wyrdzniowo p < 0,05.
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4.6. Korelacje pomiedzy parametrami ekspresji PARP1 w komérkach guza
pierwotnego a parametrami histopatologicznymiu pacjentéw bez przerzutéw

w weztach chionnych

Podobnie jak poprzednio, wykazano zaleznos¢ pomiedzy gruboscig nacieku
wg Breslowa (tozsamg z cechg T) a podwyzszong ekspresjg PARP1 u pacjentow bez
przerzutow w weztach chtonnych; ponadto wyraznie zaznaczyta sie statystycznie
istotna korelacja pomiedzy podwyzszonymi wartosciami wskaznika mitotycznego
i obecnoscig owrzodzenia a zwiekszong immunoreaktywnoscig PARP (odpowiednio
p=0.00071 oraz p=0.023). Nie zaobserwowano innych, statystycznie znamiennych

zaleznosci w kontekscie parametréw histopatologicznych (Tabela 6).
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Tabela 6. Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg PARP1 i parametrami
histopatologicznymi guzéw pierwotnych pacjentdow 2z czerniakiem skory bez
przerzutow w weztach chtonnych.

Ekspresja PARP1

PARAMETRY HISTOPATOLOGICZNE Niska Wysoka Wartos¢ p
(H-score <280) (H-score >280)
(No. 72) (No. 24)

Grubos¢ nacieku wg Breslowa @ 0.0030
<1 mm 26 (36%) 2 (8%)
1.01-2.00 mm 15 (21%) 5 (21%)
2.01-4.00 mm 20 (28%) 5 (21%)
>4 mm 11 (15%) 12 (50%)

Glebokos$¢ nacieku wg Clarka @ 0.13

I 0 (0%) 0 (0%)
Il 30 (42%) 4 (17%)
1] 22 (31%) 10 (42%)
v 16 (22%) 8 (33%)
\Y 4 (6%) 2 (8%)

Typ histologiczny ® 0.16
Czerniak szerzgcy sie 43 (60%) 10 (42%)

powierzchownie (SSM)

Czerniak guzkowy (NM) 29 (40%) 14 (58%)
Czerniak akralny (ALM) 0 (0%) 0 (0%)

Wskaznik mitotyczny 2 0.00071
0 30 (42%) 1 (4%)

1-3 17 (24%) 7 (29%)
24 25 (35%) 16 (67%)

Owrzodzenie °© 0.023
Brak 53 (74%) 11 (46%)

Obecne 19 (26%) 13 (54%)

Limfangioinwazja © 1.0
Brak 70 (97%) 24 (100%)

Obecna 2 (3%) 0 (0%)

Limfocytarny naciek zapalny (TILs) © 0.26
Brak 4 (6%) 1 (4%)
Staby/umiarkowany 37 (51%) 17 (71%)

Intensywny 31 (43%) 6 (25%)

Mikrosatelitoza © 1.0
Brak 72 (100%) 24 (100%)

Obecna 0 (0%) 0 (0%)

Regresja ¢ 0.15
Brak 71 (99%) 22 (96%)

Obecna 1 (1%) 1 (4%)

& wartosc¢ p dla testu Wilcoxona dla par obserwaciji
b wartos¢ p dla testu chi?
¢ wartos¢ p dla testu doktadnego Fishera

Pogrubiong czcionkg wyrézniowo p < 0,05.
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4.7. Analiza wplywu ekspresji PARP1 na przezycia odlegte — estymatory
Kaplana-Meiera dla CSOS (cancer-specific overall survival) i DFS (disease-free

survival) u pacjentéw bez przerzutéw w weztach chtonnych

U pacjentow z czerniakiem skory bez zajecia weztéw chtonnych wykazano, na
granicy znamiennosci statystycznej, zwigzek pomiedzy wyzszym H-score dla PARP1
a krotszym CSOS (p=0.05) (Wykres 3), oraz statystycznie istotng korelacje
podwyzszonej immunoreaktywnosci PARP1 z krotszym DFS (p=0.0015) (Wykres 4).

Melanoma-specific survival for H _score

Strata value=H-score ¢= 280 =+ value=H-score » 280
1.001
0.751
=
E
(1]
0
e
o 0.50 1
©
=
Z
=
]
0.25
p=0.05
0.001
0 2 4 6 8 10
Years
Number at risk
o 70 51 37 22 8 2
o
¢ value—H-score > 280 24 18 8 6 3 i
0 2 4 6 8 10
Years

Wykres 3. Znaczenie prognostyczne immunoreaktywnosci PARP1 w kontekscie
wptywu na dilugos¢ CSOS u pacjentow bez przerzutow w weztach chtonnych. Linia
czerwona obrazuje przypadki z H-score < 280, za$ linia niebieska — z H-score > 280.
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Recurrence-free survival for H score

Strata value=H-score ¢=280 =+ value=H-score » 280

1.001 -

0.751
=
E
(1]
0
e
o 0.50 1
©
=
s
=
]

0.25

p=0.0015
0.001
0 2 4 6 8 10
Years
Number at risk
o 72 50 33 19 8 2
il
& value=H-score » 280 24 15 6 3 1 0
0 2 4 6 8 10
Years

Wykres 4. Znaczenie prognostyczne immunoreaktywnosci PARP1 w kontekscie
wptywu na dtugos¢ DFS u pacjentéw bez przerzutéw w weztach chtonnych. Linia
czerwona obrazuje przypadki z H-score < 280, zas$ linia niebieska — z H-score > 280.

4.8. Korelacje pomiedzy parametrami ekspresji PARP1 w komérkach guza
pierwotnego a parametrami klinicznymi pacjentow u pacjentéw z przerzutami

w weztach chtonnych

U pacjentdw z czerniakiem skory i potwierdzonymi przerzutami w weztach
chtonnych nie zaobserwowano statystycznie istothego zwigzku pomiedzy

immunoreaktywnoscig PARP1 a parametrami klinicznymi (Tabela 7).

61



Tabela 7. Analiza korelacji pomiedzy ekspresjg PARP1 i parametrami klinicznymi
pacjentow z czerniakiem skory i przerzutami w weztach chtonnych.

Ekspresja PARP1

PARAMETRY KLINICZNE Niska Wysoka Wartosé p
(H-score <280) (H-score >280)
(No. 26) (No. 6)
Wiek (18-80) @ 60 (53 - 73) 66 (44 - 70) 0.87
Pte¢® 0.17
Kobiety 15 (58%) 1 (17%)
Mezczyzni 11 (42%) 5 (83%)
Lokalizacja guza 0.54
pierwotnego ©
Gtowa/szyja 1 (4%) 1(17%)
Konczyny 11 (42%) 2 (33%)
Tutow 10 (38%) 3 (50%)
Dton/stopa 4 (15%) 0 (0%)
Guz pierwotny (pT) 2 0.22
pT1l 1 (4%) 1 (17%)
pT2 0 (0%) 0 (0%)
pT3 7 (27%) 3 (50%)
pT4 18 (69%) 2 (33%)
Przerzuty odlegte 0.62
Brak 20 (77%) 4 (67%)
Obecne 6 (23%) 2 (33%)
Nawroét choroby 1.0
nowotworowej °
Bez nawrotu 7 (27%) 2 (33%)
Nawro6t obecny 19 (73%) 4 (67%)

a wartosc¢ p dla testu Wilcoxona dla par obserwacji
b warto$¢ p dla testu doktadnego Fishera
¢ warto$¢ p dla testu chi?

Pogrubiong czcionkg wyrdzniowo p < 0,05.
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4.9. Korelacje pomiedzy parametrami ekspresji PARP1 w komérkach guza
pierwotnego a parametrami histopatologicznymi u pacjentéw z przerzutami

w weztach chtonnych

W tej samej grupie pacjentéw nie wykazano rowniez istotnych statystycznie
zaleznosci  pomiedzy  ekspresja = PARP1 a  wiekszoscia  parametrow
histopatologicznych; jedynym wyjgtkiem jest tutaj mikrosatelitoza, ktora czesciej
wystepowata u pacjentdw z nasilong immunoreaktywnoscig PARP1 (p=0.034)
(Tabela 8).
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Tabela 8. Analiza korelacji pomiedzy ekspresja PARP1
histopatologicznymi guzéw pierwotnych pacjentéw z czerniakiem skory i przerzutami

w weztach chtonnych.

parametrami

Ekspresja PARP1

PARAMETRY HISTOPATOLOGICZNE Niska Wysoka Wartos¢ p
(H-score <280) (H-score >280)
(No. 26) (No. 6)

Grubosé nacieku wg Breslowa @ 0.22
<1 mm 1 (4%) 1 (17%)
1.01-2.00 mm 0 (0%) 0 (0%)
2.01-4.00 mm 7 (27%) 3 (50%)
>4 mm 18 (69%) 2 (33%)

Grubos$é¢ nacieku wg Clarka @ 0.92
I 0 (0%) 0 (0%)

Il 2 (8%) 1 (17%)
1] 8 (31%) 2 (33%)
v 10 (38%) 2 (33%)
Vv 6 (23%) 1 (17%)

Typ histologiczny ® 0.80
Czerniak szerzgcy sie 4 (15%) 1(17%)

powierzchownie (SSM)

Czerniak guzkowy (NM) 18 (70%) 5 (83%)
Czerniak akralny (ALM) 4 (15%) 0 (0%)

Wskaznik mitotyczny 2 1.00
0 3 (12%) 0 (0%)

1-3 2 (8%) 0 (0%)
24 20 (80%) 6 (100%)

Owrzodzenie °© 1.0
Brak 11 (42%) 2 (33%)

Obecne 15 (58%) 4 (67%)

Limfangioinwazja © 1.0
Brak 22 (85%) 5 (83%)

Obecna 4 (15%) 1(17%)

Limfocytarny naciek zapalny (TILs) © 0.51
Brak 2 (8%) 0 (0%)
Staby/umiarkowany 21 (81%) 4 (67%)

Intensywny 3 (12%) 2 (33%)

Mikrosatelitoza © 0.034
Brak 24 (92%) 3 (50%)

Obecna 2 (8%) 3 (50%)

Regresja ¢ 0.48
Brak 24 (92%) 5 (83%)

Obecna 2 (8%) 1 (17%)

& wartosc¢ p dla testu Wilcoxona dla par obserwaciji

b warto$¢ p dla testu chi?

¢ wartos¢ p dla testu doktadnego Fishera

Pogrubiong czcionkg wyrézniowo p < 0,05.
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4.10. Analiza wptywu ekspresji PARP1 na przezycia odlegte — estymatory
Kaplana-Meiera dla CSOS (cancer-specific overall survival) i DFS (disease-free

survival) u pacjentéw z przerzutami w weztach chtonnych

Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych zaleznosci pomiedzy
ekspresja PARP1 a parametrami CSOS i DFS u pacjentéw z czerniakiem skory

z zajeciem weztow chtonnych (Wykresy 5 i 6).

Melanoma-specific survival for H _score

Strata value=H-score ¢= 280 =+ value=H-score » 280

1.001 —“

0.751
=
E
(1]
0
e
o 0.50 1
©
=
Z
=
]

0.25

p=0.64 —
0.001
0 2 4 6 8 10
Years
Number at risk
© 26 9 6 5 2 0
o
N value=H-score > 280{ 6 4 2 0 0 0
0 2 4 6 8 10
Years

Wykres 5. Znaczenie prognostyczne immunoreaktywnosci PARP1 w kontekscie
wptywu na dtugos¢ CSOS u pacjentéw z przerzutami w weztach chionnych. Linia
czerwona obrazuje przypadki z H-score < 280, za$ linia niebieska — z H-score > 280.

65



1.001
0.751
=
=)
]
o
e
a 0.50 1
©
=
s
=
w
0.25
0.00 1
i)
©
=
I yalue=H-score » 280

Recurrence-free survival for H score

Strata value=H-score ¢=280 =+ value=H-score » 280
p=0.83

0 4 6 10

Years
Number at risk

26 2 2 0

6 1 0 0

0 4 6 10
Years

Wykres 6. Znaczenie prognostyczne immunoreaktywnosci PARP1 w kontekscie
wptywu na dtugos¢é DFS u pacjentéw z przerzutami w weztach chionnych. Linia
czerwona obrazuje przypadki z H-score < 280, za$ linia niebieska — z H-score > 280.
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5. DYSKUSJA

W powyzszym badaniu wykazano, ze wysoka ekspresja PARP1 u pacjentéw
bez przerzutow w regionalnych weztach chtonnych jest nowym markerem zwigzanym
z gorszym rokowaniem. Wykazano, ze nadekspresja PARP1 w jgdrach komorek
nowotworowych pacjentow bez przerzutow weztowych wykazuje Scistg korelacje
z istotnie krotszym czasem wolnym od nawrotu (p=0.0015) oraz skérconym czasem
przezycia specyficznym dla choroby nowotworowej (p=0.05). Nie potwierdzono
znaczenia prognostycznego ekspresji PARP1 u pacjentow z przerzutami do

regionalnych weztow chtonnych.

Wysoka immunoreaktywnos¢ PARP1 w grupie pacjentow bez przerzutéw
weztowych byta istotnie skorelowana z wiekszg gruboscig nacieku nowotworowego
wg skali Breslowa, obecnoscig owrzodzenia oraz wyzszym indeksem mitotycznym
(odpowiednio p=0.0016, p=0.023 oraz p<0.001). U pacjentdw z obecnoscig
przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych wysoka immunoreaktywnos¢ PARP1
byta istotnie zwigzana z obecnoscig mikrosatelitozy (p=0.034). W catej grupie
pacjentow ekspresja PARP1 byta istotnie skorelowana z wysokim indeksem
mitotycznym (p=0.001) oraz obecnosciag owrzodzenia (p=0.036). Co ciekawe,
u pacjentéw charakteryzujgcych sie wysokg ekspresja PARP1 czerniak czesciej
lokalizowat sie na skérze gtowie i szyi (p=0.015), co moze mie¢ zwigzek z wiekszym

nagromadzeniem uszkodzen DNA powodowanych przez promieniowanie UV.

W kontekscie roli PARP1 w melanomagenezie, sposrod wszystkich rodzajow
czerniaka najwiecej opublikowanych badan dotyczy jego lokalizacji skérnej. Pierwsze
znane mi badanie zajmujgce sie rolg PARP1 w czerniaku skéry opublikowano w roku
2001, gdzie, przy uzyciu linii komdérkowych czerniaka ludzkiego (Hs294T), badano
role tego biatka w regulacji ekspresji chemokiny CXCL1, ktérej przypisuje sie role
W rozwoju zapalenia oraz przemiany prawidlowych melanocytéw w komorki
melanoma [160]. Temat ten zostat podjety ponownie 5 lat pdzniej; w oparciu
0 uzyskane wyniki (badano ludzkie linie komoérkowe czerniaka SK-MEL-5,
SK-MEL-28, WM115 oraz Hs294T) zaproponowano model, zgodnie z ktorym
w komoérkach czerniaka dochodzi do zwiekszenia aktywnosci enzymatycznej PARP1
(w poréwnaniu do zdrowych melanocytéow), wskutek czego dochodzi do parylacji

réznych biatek (i samego PARP1) z wtérnym oddysocjowaniem NF-kB od PARP1,
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wigzaniem sie NF-kB z promotorem genu CXCL1 i wzrostem jego transkrypcji [161].
Postulowana rola PARP1 w procesie zapalnym przyczyniajgcym sie do
melanomagenezy nie znajduje odzwierciedlenia w wynikach niniejszej rozprawy,
gdzie nie wykazano istotnych korelacji pomiedzy immunoreaktywnoscig PARP1
i gradacjg nacieku zapalnego (TILs) w obrebie nowotworu. Ewentualne znaczenie

kliniczne biatka w indukcji zapalenia wymaga wiec dalszych badan.

W tym samym czasie opublikowano badanie nad czerniakiem skory okolicy
gtowy i szyi [162]. Za pomocg metod immunohistochemicznych oraz Western blotting
stwierdzono, ze podwyzszona ekspresja PARP1 koreluje z przejsciem nowotworu
z fazy wzrostu radialnego do fazy wertykalnej, a takze koreluje dodatnio z gruboscig
nowotworu w wertykalnej fazie wzrostu (ale nie radialnej), co jest zgodne
z przytoczonymi wyzej wynikami mojej pracy [162]. Kolejne badanie kilka lat pozniej
potwierdzito role PARP1 w progresji nowotworu, a takze w rozwoju opornosci na
chemioterapie; wykazano mianowicie, ze zaréwno in vitro, jak i in vivo linie
komérkowe czerniaka (linia B16 mysiego pochodzenia), w ktérych wyciszono
ekspresje PARP1, cechowaty sie wrazliwoscig na dziatanie temozolomidu,
stosowanego m.in. w rozsianym czerniaku [163]. Niedawno zaobserwowano, ze
PARP1 aktywuje (jednak niezaleznie od procesu parylacji) transkrypcje genu MITF
kodujgcego biatko onkogenne specyficzne dla linii komorek melanocytarnych; biatko

to odgrywa role w progresji nowotworu [164,165].

Jedna z najnowszych prac dostarcza kolejnego dowodu na role PARP1
w melanomagenezie, wykazujgc, ze gen dla tego biatka jest hipometylowany, a tym
samym jego ekspresja ulega zwiekszeniu [166]. Wydaje sie, ze hipometylacja genu
moze by¢ jedng przyczyn zwigkszonej immunoreaktywnosci PARP1, ktérg wykazano

w analizowanej grupie pacjentéw.

Niedawne badania wskazujg na role PARP1 w generowaniu przerzutow
czerniaka. Wykazano bowiem, ze PARP-i zmniejszaty zdolnos¢ komorek czerniaka
do przerzutowania, co wyrazato sie m.in. w ograniczeniu zjawiska mimikry
naczyniowej zaobserwowanym na liniach komérkowych czerniaka ludzkiego (G361)
oraz mysiego (B16-F10) [167]. W przypadku mojej pracy nie zaobserwowano
wprawdzie korelacji pomiedzy wysokg ekspresjg PARP1 a obecnoscig przerzutow
w weztach chtonnych i narzgdach odlegtych, jednakze, wykazano, ze PARP1 jest
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istotnym markerem ztego rokowania u pacjentéw bez przerzutbw w weztach
chtonnych. By¢ moze PARP1 odgrywa kluczowg role na poczatkowych etapach
rozwoju nowotworu, gdy ten dopiero zaczyna nabywac¢ zdolnos¢ do przerzutowania.
Jak stwierdzono w przytoczonym badaniu, PARP1 promuje zmiany w fenotypie
komoérek czerniakowych poprzez wptyw na ekspresje wimentyny [167]. Wimentyna
z kolei doprowadza do hamowania ekspresji kadheryny E, aktywacji Snaill oraz
zwiekszonej ruchliwosci i migracji komoérek nowotworowych [167]. Zastosowanie
PARP-i wywotuje przeciwne efekty, zarébwno na ludzkiej, jak i mysiej linii komorkowej
czerniaka [167]. W innym badaniu po zastosowaniu weliparybu (ABT-888)
zauwazono wzmozenie apoptozy i jednoczesne ostabienie inwazyjnosci i zdolnosci
do przemieszczania sie komoérek czerniakowych z linii komérkowych A375 oraz
A375R (ta ostatnia wykazujgca opornos¢ na dabrafenib) [168]. Co wiecej, efekty te
byty widoczne w znacznym stopniu w liniach komérkowych opornych na inhibitory
BRAF, co otwiera perspektywe na stosowanie PARP-i w przypadkach czerniaka
opornego na wspomniane leki [168]. Wczesniej wspomniany wptyw PARP1 na MITF
rowniez przektada sie na przerzutowanie, gdyz MITF odgrywa role takze w tym
procesie [164]. By¢ moze réwniez, jak na przyktadzie innych nowotworéw, PARP1
obniza ekspresje fibronektyny, co bytoby kolejnym mechanizmem promujgcym EMT
[94].

Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze niedawno przeprowadzono badanie nad
korelacjg pomiedzy PARP1, SIRT1 i SMAD7, na tej samej probie, ktora stanowi
podstawe niniejszej pracy (dane niepublikowane). Stwierdzono m.in., ze wysoka
ekspresja PARP1 koreluje dodatnio z ekspresjg SIRT1 i SMAD7. Jak wspominano
w podrozdziale 1.6.4., SIRT1 wchodzi w interakcje z PARP1 (wzajemna regulacja),
majgce znaczenie w procesach zapalnych (PARP1 ma dziata¢ prozapalnie, za$
SIRT1 hamowac rozwdj zapalenia) oraz zaburzeniach metabolicznych i starzeniem
organizmu [91]. Z kolei biatko SMAD7, jak wykazano, zaburza szlak sygnatowy TGF[3
(w ktorym biorg udziat dwa receptory dla TGFB oraz biatkka SMAD2, SMAD3
i SMADA4), przez co odhamowaniu ulegajg procesy prowadzgce do rozwoju
nowotworu [169]. Niedawno wykazano, ze SMAD7 jest markerem agresywnosci
czerniaka i prognostykiem niekorzystnego przebiegu klinicznego tego nowotworu
[169]. By¢ moze wiec interakcje pomiedzy PARP1, SIRT1 i SMAD7 petnig wazng role

w progresji melanoma.
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Podejmowano nieliczne préby powigzania PARP1 z konkretnymi cechami
klinicznymi badz histopatologicznymi czerniaka. Zaobserwowano miedzy innymi, ze
u Zle rokujgcych pacjentow z czerniakiem skory w stadium Il (wg siédmej wersiji
klasyfikacji AJCC) wystepowata zwiekszona ekspresja PARP1 i ze biatko to moze
by¢ jednym z markeréw roznicujgcych pacjentow z rokowaniem lepszym od tych
Z gorszg prognozg [170]. Zauwazono rowniez zwigzek pomiedzy zwiekszong
ekspresja PARP1 a wystepowaniem owrzodzenia [171]. Ostatnia obserwacja jest
zgodna z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy (korelacja pomiedzy

podwyzszong ekspresjg PARP1 a obecnoscig owrzodzenia w catej grupie badanej).

Badan dotyczacych roli PARP1 w czerniaku gatki ocznej nie ma zbyt wiele.
Niedawno wykazano podwyzszong ekspresje réznych biatek z rodziny PARP
(réowniez PARP1) w komodrkach pochodzacych od pacjentéw z czerniakiem gatki
ocznej [172]. Zauwazono takze, ze olaparyb (bedgcy PARP-i), cho¢ stosowany
samodzielnie nie wywiera duzego efektu terapeutycznego, to stosowany tgcznie
z dakarbazyng znaczgco zwieksza skutecznosc¢ tej ostatniej [172]. W innym,
starszym doniesieniu, wykorzystujgcym linie komérkowe T97, T98, T108 oraz T115
raportowano, ze inhibicja biatka PARP1 prowadzita do spowolnienia bgdz prawie

catkowitego zahamowania rozwoju nowotworu [173].

Bardzo skgpa jest liczba badan nad czerniakiem bton Sluzowych — w chwili
pisania rozprawy udato sie znalez¢ jedynie jedng prace podejmujgcg temat PARP1
w tej postaci czerniaka. W wieloosrodkowym, retrospektywnym badaniu wykazano,
ze wysoka ekspresja PARP1 byla skorelowana ze zwiekszong liczbg
obserwowanych mitoz (powyzej 4 na mm?), a takze dodatnio skorelowana
z ekspresjg IDO1 (enzym zaburzajgcy funkcje limfocytow T i wywotujgcy ich
apoptoze) i PD-L1 (biatko uczestniczagce w hamowaniu funkcji cytotoksycznych
limtocytow T) w komérkach nowotworowych [174]. Ponadto PARP1 okazat sie by¢
niezaleznym, negatywnym czynnikiem prognostycznym (zwigzanym z krotszym OS
oraz DSOS, okre$lanym tamze jako MSS — melanoma-specific survival) [174].
Krétsze OS i DSOS (MSS) obserwowano takze przy tgcznej wysokiej ekspresiji
PARP1 oraz IDO1 [174].

Zestawiajgc niniejszg prace z dotychczas opublikowanymi badaniami, mozna

powiedzieC, iz owa rozprawa jest pierwszg, ktoéra analizuje zaleznos¢ PARP1 od

70



powszechnie uznanych parametrow klinicznych i histopatologicznych, a ponadto
wptyw PARP1 na rokowanie u pacjentdow z rozpoznaniem czerniaka skory. Wyzej
opisywane badania bowiem albo cechowaly sie bowiem wybiérczoscig lokalizaciji
nowotworu (jedynie ze skory gtowy i szyi [162] czy z przerzutow do weztow
chtonnych [170]), albo skupiaty sie na czerniaku pozaskornym [174], albo tez
analizowaty jedynie pacjentow z okreslonym stopniem zaawansowania nowotworu
(I wg owczesnych wytycznych AJCC [170]), czy obejmowaty stosunkowo
ograniczong liczbe przypadkéw w poréwnaniu do niniejszej pracy [162,170]. Petna
analiza zwigzku PARP1 pomiedzy uznanymi parametrami klinicznymi
i histopatologicznymi w czerniaku skory réwniez nie zostata przeprowadzona — o ile
w jednej pracy analizowano zwigzek PARP1 z obecnoscig owrzodzenia czy
limfangioinwazji, to nie sprawdzano korelacji z innymi parametrami, np. obecnoscig
regresji, mikrosatelitozy, TILs i wielu innych [171]. Wreszcie, dotychczasowe prace
(z jednym wyjatkiem [174]) opieraly sie na starszych wersjach wytycznych AJCC
dotyczacych czerniaka [162,170,171]. Jedynie trzy prace [162,170,174]
wykorzystywaty materiat uzyskany od pacjentow, pozostate opieraty sie na badaniu
linii komoérkowych i/lub modeli zwierzecych (mysich) [160,161,163,165-168,171-173].

Podsumowujgc, uzyskane przeze mnie wyniki sg zgodne z dotychczasowymi
badaniami nad rolg PARP1 w czerniaku skory. Jednakze, majgc na uwadze
wzglednie niewielkg liczbe prac na ten temat oraz ich niedostatki, wydaje sie
konieczne prowadzenie dalszych drobiazgowych badan celem jednoznacznego
okreslenia roli PARP1 w poszczegolnych nowotworach, w tym czerniaku. Ewentualne
potwierdzenie uzyskanych przeze mnie wynikow przez kolejne badania mogtoby

w dalszej perspektywie rozszerzy¢ wachlarz lekow stosowanych w terapii melanoma.
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6. WNIOSKI

1.

2.

Wysoka ekspresja PARP1 jest nowym markerem niekorzystnego rokowania

u pacjentow bez przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych.

Wzrost immunoreaktywnosci PARP1 istotnie koreluje z parametrami
morfologicznymi Swiadczgcymi o inwazyjnosci komorek nowotworowych guza
pierwotnego (m.in. z wysokim indeksem mitotycznym i obecnoscig

owrzodzenia).

Nadekspresja PARP1 moze by¢ wyrazem uszkodzen DNA wskutek dziatania
promieniowania UV — guzy pierwotne z wysokg immunoreaktywnoscig PARP1

istotnie czesciej lokalizowaty sie w rejonie gtowy i szyi.

Z uwagi na retrospektywny charakter pracy i wzglednie matg liczebnos¢ badanej

grupy uzyskane zaleznosci wymagajg potwierdzenia w Kkolejnych, szerzej

zakrojonych badaniach, stanowig jednak zarzewie do dalszych rozwazan i analiz.

72



7. PISMIENNICTWO

[1] Urteaga O.B., Pack G.T. On the antiquity of melanoma. Cancer. 1966;19:607—
610.

[2] Rebecca V.W., Sondak V.K., Smalley K.S. Melanoma Res. 2012 Apr;22(2):114-
22.

[3] Cohen P.J., Hormann M.A., Sterry W., Schwartz R.A. Melanoma. W: Schwartz
R.A. (red.). Skin cancer. Recognition and management. Blackwell Publishing, Oxford
2008, 152-199.

[4] Roesch A., Volkenandt M. Czerniak. W: Burgdorf W.H.C., Plewig G., Wolff H.H.,
Landthaler M. Dermatologia Braun-Falco. Czelej, Lublin 2010, 1442-1459.

[5] Khalil D.N., Carvajal R.D. Treatments for noncutaneous melanoma. Hematol
Oncol Clin North Am. 2014 Jun;28(3):507-21.

[6] Apalla Z., Lallas A., Sotiriou E. Et al. Epidemiological trends in skin cancer.
Dermatol Pract Concept. 2017 Apr 30;7(2):1-6.

[7] Karimkhani C., Green A.C., Nijsten T. et al. The global burden of melanoma:
results from the Global Burden of Disease Study 2015. Br J Dermatol. 2017
Jul;177(1):134-140.

[8] Chen S.T., Geller A.C., Tsao H. Update on the Epidemiology of Melanoma. Curr
Dermatol Rep. 2013 Mar 1;2(1):24-34.

[9] Wojciechowska U., Czaderny K., Ciuba A., Olasek P., Didkowska J. Nowotwory
ztosliwe w Polsce w 2016 roku. Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-
Curie, Warszawa 2018.

[10] Chwieralska E., Kepska K., Lipska E., Modrzejewska M., Bftaszczyk J.
Nowotwory ztosliwe w woj. dolnoslgskim w roku 2016. Dolnos$lgskie Centrum
Onkologii we Wroctawiu, Wroctaw 2018.

[11] Drosik K., Wojciechowska U., Gebauer T., Owsiak D. Nowotwory ztosliwe w
wojewddztwie opolskim w 2016 roku. Opolskie Centrum Onkologii im. prof. Tadeusza
Koszarowskiego, Opole 2018.

[12] Berrino F., De Angelis R., Sant M. et al. Survival for eight major cancers and all
cancers combined for European adults diagnosed in 1995-99: results of the
EUROCARE-4 study. Lancet Oncol. 2007 Sep;8(9):773-83.

73



[13] De Angelis R., Sant M., Coleman M.P. et al. Cancer survival in Europe 1999-
2007 by country and age: results of EUROCARE--5-a population-based study.
Lancet Oncol. 2014 Jan;15(1):23-34.

[14] Nowowiejska J., Patdyna M., Baran A. et al. The assessment of students’
knowledge regarding melanoma and sun-protection habits. Dermatol Rev/Przeg|
Dermatol 2019, 106, 159-172.

[15] Gershenwald J.E., Scolyer R.A., Hess K.R. et al. Melanoma staging: Evidence-
based changes in the American Joint Committee on Cancer eighth edition cancer
staging manual. CA Cancer J Clin. 2017 Nov;67(6):472-492.

[16] Balch C.M., Gershenwald J.E., Soong S.J. Final version of 2009 AJCC
melanoma staging and classification. J Clin Oncol. 2009 Dec 20;27(36):6199-206.
[17] Clark W.H. Jr, From L., Bernardino E.A. et al. The histogenesis and biologic
behavior of primary human malignant melanomas of the skin. Cancer Res. 1969
Mar;29(3):705-27.

[18] McGovern V.J. The classification of melanoma and its relationship with
prognosis. Pathology. 1970 Apr;2(2):85-98.

[19] Kuk D, Shoushtari AN, Barker CA et al. Prognosis of Mucosal, Uveal, Acral,
Nonacral Cutaneous, and Unknown Primary Melanoma From the Time of First
Metastasis. Oncologist. 2016 Jul;21(7):848-54.

[20] Namikawa K., Yamazaki N. Targeted Therapy and Immunotherapy for
Melanoma in Japan. Curr Treat Options Oncol. 2019; 20(1): 7.

[21] Swetter S.M., Boldrick J.C., Jung S.Y. et al. Increasing incidence of lentigo
maligna melanoma subtypes: northern California and national trends 1990-2000. J
Invest Dermatol. 2005 Oct;125(4):685-91.

[22] Bradford P.T., Goldstein A.M., McMaster M.L. et al. Acral lentiginous melanoma:
incidence and survival patterns in the United States, 1986-2005. Arch Dermatol. 2009
Apr;145(4):427-34.

[23] Tyrrell H., Payne M. Combatting mucosal melanoma: recent advances and
future perspectives. Melanoma Manag. 2018 Oct 8;5(3):MMT11.

[24] Clark W.H. Jr, Elder D.E., Van Horn M. The biologic forms of malignant
melanoma. Hum Pathol. 1986 May;17(5):443-50.

[25] Kardynat A., Stowihska M., Rudnicka L. Czerniak ztosliwy — co nowego? W:
Szepietowski J., Reich A. (red.). Dermatologia — co nowego? Tom Il. Cornetis,
Wroctaw 2011, 117-124.

74



[26] Shain A.H., Bastian B.C. From melanocytes to melanomas. Nat Rev Cancer.
2016 Jun;16(6):345-58.

[27] Cichorek M., Wachulska M., Stasiewicz A. et al. Skin melanocytes: biology and
development. Postepy Dermatol Alergol. 2013 Feb; 30(1): 30-41.

[28] Damsky W.E., Bosenberg M. Melanocytic nevi and melanoma: unraveling a
complex relationship. Oncogene. 2017 Oct 19;36(42):5771-5792.

[29] Lazar A.J. Skoéra. Czerniak. W: Kumar V., Abbas AK., Aster J.C. (red.).
Patologia Robbins. Edra Urban & Partner, Wroctaw 2019, 1049-1053.

[30] Wang A.X., Qi X.Y. Targeting RAS/RAF/MEK/ERK signaling in metastatic
melanoma. IUBMB Life. 2013 Sep;65(9):748-58.

[31] Amaral T., Sinnberg T., Meier F. et al. The mitogen-activated protein kinase
pathway in melanoma part | - Activation and primary resistance mechanisms to
BRAF inhibition. Eur J Cancer. 2017 Mar;73:85-92.

[32] Acosta A.M., Kadkol S.S. Mitogen-Activated Protein Kinase Signaling Pathway
in Cutaneous Melanoma: An Updated Review. Arch Pathol Lab Med. 2016
Nov;140(11):1290-1296.

[33] Satamacha M., Koseta H., Falkowski S. et al. Zespdt von Recklinghausena
(Neurofiboromatoza typu 1) — najczestszy uwarunkowany genetycznie zespot
prowadzgcy do powstawania miesakow tkanek miekkich. Nowotwory. Journal of
Oncology 2011;61(1):43.

[34] Liu Y., Sheikh M.S. Melanoma: Molecular Pathogenesis and Therapeutic
Management. Mol Cell Pharmacol. 2014;6(3):228.

[35] Palmieri G., Colombino M., Casula M. et al. Molecular Pathways in
Melanomagenesis: What We Learned from Next-Generation Sequencing
Approaches. Curr Oncol Rep. 2018; 20(11): 86.

[36] Castellano E., Downward J. RAS Interaction with PI3K: More Than Just Another
Effector Pathway. Genes Cancer. 2011 Mar;2(3):261-74.

[37] Dan H.C., Ebbs A., Pasparakis M. et al. Akt-dependent activation of mMTORC1
complex involves phosphorylation of mMTOR (mammalian target of rapamycin) by IkB
kinase a (IKKa). J Biol Chem. 2014 Sep 5;289(36):25227-40.

[38] Bai D., Ueno L., Vogt P.K. Akt-mediated regulation of NFkB and the
essentialness of NFkB for the oncogenicity of PI3K and Akt. Int J Cancer. 2009 Dec
15; 125(12): 2863-2870.

75



[39] Krzeslak A. Kinaza Akt: kluczowy regulator metabolizmu i progresji nowotworow.
Postepy Hig Med Dosw, 2010; 64: 490-503.

[40] Papa A., Pandolfi P.P. The PTEN"PI3K Axis in Cancer. Biomolecules. 2019 Apr
17;9(4). pii: E153.

[41] Shaughnessy M., Klebanov N., Tsao H. Clinical and therapeutic implications of
melanoma genomics. J Transl Genet Genom 2018;2:14.

[42] Fedorenko 1.V., Gibney G.T., Sondak V.K., et al. Beyond BRAF: where next for
melanoma therapy? Br J Cancer. 2015 Jan 20; 112(2): 217-226.

[43] Mihajlovic M., Vlajkovic S., Jovanovic P. et al. Primary mucosal melanomas: a
comprehensive review. Int J Clin Exp Pathol. 2012; 5(8): 739—-753.

[44] Perez D.E., Henle A.M., Amsterdam A. et al. Uveal melanoma driver mutations
in GNAQ/11 yield numerous changes in melanocyte biology. Pigment Cell Melanoma
Res. 2018 Sep; 31(5): 604-613.

[45] Soura E., Eliades P.J., Shannon K. et al. Hereditary melanoma: Update on
syndromes and management: Genetics of familial atypical multiple mole melanoma
syndrome. J Am Acad Dermatol. 2016 Mar;74(3):395-407; quiz 408-10.

[46] Masoomian B., Shields J.A., Shields C.L. Overview of BAP1l cancer
predisposition syndrome and the relationship to uveal melanoma. Journal of Current
Ophthalmology, 30(2), 102—-109.

[47] Solomon D.A., Perry A. Familial Tumor Syndromes. W: Practical Surgical
Neuropathology: A Diagnostic Approach. Elsevier, Philadelphia 2018, 505-545.

[48] Przemecka M., Kaczmarek M., Jakubik J. Nowotwory ztosliwe w przebiegu
xeroderma pigmentosum — opis przypadku i przeglagd pismiennictwa. Onkol. Prak.
Klin. 2013; 9, 5: 204-208.

[49] Kiuru M.H., Busam K.J. The NF1 gene in tumor syndromes and melanoma.
Laboratory Investigation, 97(2), 146-157.

[50] Giavedoni P., Ririe M., Carrera C. et al. Familial Melanoma Associated with Li-
Fraumeni Syndrome and Atypical Mole Syndrome: Total-body Digital Photography,
Dermoscopy and Confocal Microscopy. Acta Derm Venereol. 2017 Jun 9;97(6):720-
723.

[51] Correa R., Salpea P., Stratakis C. Carney Complex: an update. Eur J
Endocrinol. 2015 Oct; 173(4): M85-M97.

[52] Domingues B., Lopes J.M., Soares P. et al. Melanoma treatment in review.
Immunotargets Ther. 2018; 7: 35-49.

76



[53] Strojan P. Role of radiotherapy in melanoma management. Radiol Oncol. 2010
Mar; 44(1): 1-12.

[54] https://lwww.accessdata.fda.gov/drugsatfda docs/label/2019/125554s070Ibl.pdf
(data dostepu: 18.10.2020r.)

[55] Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dnia 24 sierpnia 2020 r. w sprawie wykazu

refundowanych lekéw, Srodkéw spozywczych specjalnego przeznaczenia
zywieniowego oraz wyrobow medycznych na 1 wrzesnia 2020 r.

[56] https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/202806s008Ibl.pdf
(data dostepu: 18.10.2020r.)

[57] https://lwww.accessdata.fda.gov/drugsatfda docs/label/2018/204114s0071bl.pdf
(data dostepu: 18.10.2020r.)

[58] https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/2104961bl.pdf (data
dostepu: 18.10.2020r.)

[59] Dummer R., Ascierto P.A., Gogas H.J. et al. Encorafenib plus binimetinib versus

vemurafenib or encorafenib in patients with BRAF-mutant melanoma (COLUMBUS):
a multicentre, open-label, randomised phase 3 trial. Lancet Oncol. 2018
May;19(5):603-615.

[60] Mangerich A., Blrkle A. How to kill tumor cells with inhibitors of poly(ADP-
ribosyl)ation. Int J Cancer. 2011 Jan 15;128(2):251-65.

[61] Langelier M.F., Eisemann T., Riccio A.A. et al. PARP family enzymes: regulation
and catalysis of the poly(ADP-ribose) posttranslational modification. Curr Opin Struct
Biol. 2018 Dec;53:187-198.

[62] Palazzo L., Ahel I. PARPs in genome stability and signal transduction:
implications for cancer therapy. Biochem Soc Trans. 2018 Dec 17; 46(6): 1681-1695.
[63] Cohen M.S., Chang P. Insights into the biogenesis, function, and regulation of
ADP-ribosylation. Nat Chem Biol. 2018 Feb 14;14(3):236-243.

[64] Hottiger M.O. SnapShot: ADP-Ribosylation Signaling. Mol Cell. 2015 Jun
18;58(6):1134-1134.el.

[65] Lin K.Y., Huang D., Kraus W.L. Generating Protein-linked and Protein-free
Mono-, Oligo-, and Poly(ADP-Ribose) In Vitro. Methods Mol Biol. 2018;1813:91-108.
[66] Chambon P., Weill J.D., Mandel P. Nicotinamide mononucleotide activation of
new DNA-dependent polyadenylic acid synthesizing nuclear enzyme. Biochemical
and biophysical research communications. Biochem Biophys Res Commun. 1963
Apr 2;11:39-43.

77


https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/125554s070lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/202806s008lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/204114s007lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/210496lbl.pdf

[67] Ko H.L., Ren E.C. Functional Aspects of PARP1 in DNA Repair and
Transcription. Biomolecules. 2012 Dec; 2(4): 524-548.

[68] Debska S., Kubicka J., Czyzykowski R. et al. Inhibitory PARP — podstawy
teoretyczne i zastosowanie kliniczne. Postepy Hig Med Dosw, 2012; 66: 311-321.
[69] Kamaletdinova T., Fanaei-Kahrani Z., Wang Z.Q. The Enigmatic Function of
PARP1: From PARylation Activity to PAR Readers. Cells. 2019 Dec 12;8(12). pii:
E1625.

[70] McCann K.E., Hurvitz S.A. Advances in the use of PARP inhibitor therapy for
breast cancer. Drugs Context. 2018 Aug 8;7:212540.

[71] Kilianska Z.M., Zotnierczy J., Wesierska-Ggdek J. Biologiczna aktywnos$é
polimerazy poli(ADP-rybozy)-1. Postepy Hig Med Dosw, 2010; 64: 344-363

[72] Ray Chaudhuri A., Nussenzweig A. The multifaceted roles of PARP1 in DNA
repair and chromatin remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol. 2017 Oct;18(10):610-621.
[73] Krishnakumar R., Kraus W.L. The PARP Side of the Nucleus: Molecular Actions,
Physiological Outcomes, and Clinical Targets. Mol Cell. 2010 Jul 9;39(1):8-24.

[74] Deshmukh D., Qiu Y. Role of PARP-1 in prostate cancer. Am J Clin Exp Urol.
2015 Apr 25;3(1):1-12.

[75] del Rivero J., Kohn E.C. PARP Inhibitors: The Cornerstone of DNA Repair-
Targeted Therapies. Oncology (Williston Park). 2017 Apr 15;31(4):265-73.

[76] Sirbu B.M., Cortez D. DNA Damage Response: Three Levels of DNA Repair
Regulation. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2013 Aug 1;5(8):a012724.

[77] Poptawski T., Stoczynska E., Bfasiak J. Naprawa DNA przez
niehomologiczne tgczenie koncéw— nowe biatka, nowe funkcje, nowe mechanizmy.
Postepy Biochemii 55 (1) 2009.

[78] Mladenov E., lliakis G. Induction and repair of DNA double strand breaks: the
increasing spectrum of non-homologous end joining pathways. Mutat Res. 2011 Jun
3;711(1-2):61-72.

[79] Kwiatkowski D., Sliwinski T. Naprawa DNA przez wycinanie zasad azotowych w
chorobie Alzheimera. Postepy Hig Med Dosw, 2014; 68: 976-986

[80] Galluzzi L., Vitale I., Aaronson S.A. et al. Molecular mechanisms of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death
Differ. 2018 Mar;25(3):486-541.

78



[81] Robinson N., Ganesan R., Hegedis C. et al. Programmed necrotic cell death of
macrophages: Focus on pyroptosis, necroptosis, and parthanatos. Redox Biol. 2019
Sep;26:101239.

[82] Kiunzi L., Holt G.E. Cigarette smoke activates the parthanatos pathway of cell
death in human bronchial epithelial cells. Cell Death Discov. 2019; 5: 127.

[83] Rodriguez-Vargas J.M., Oliver-Pozo F.J., Dantzer F. PARP1 and Poly(ADP-
ribosyl)ation Signaling during Autophagy in Response to Nutrient Deprivation. Oxid
Med Cell Longev. 2019 Jun 9;2019:2641712.

[84] Shaheen M., Allen C., Nickoloff J.A. et al. Synthetic lethality: exploiting the
addiction of cancer to DNA repair. Blood. 2011 Jun 9;117(23):6074-82.

[85] Toma M., Skorski T., Sliwinski T. Synthetic lethality as a functional tool in basic
research and in anticancer therapy. Postepy Hig Med Dosw 2014; 68 : 1091-1103.
[86] Hartwell L.H., Szankasi P., Roberts C.J. et al. Integrating genetic approaches
into the discovery of anticancer drugs. Science. 1997 Nov 7;278(5340):1064-8.

[87] Chen C.C., Feng W., Lim P.X. Homology-Directed Repair and the Role of
BRCAL, BRCA2, and Related Proteins in Genome Integrity and Cancer. Annu Rev
Cancer Biol. 2018 Mar;2:313-336.

[88] Byrum A.K., Vindigni A., Mosammaparast N. Defining and Modulating
‘BRCAness’. Trends Cell Biol. 2019 Sep;29(9):740-751.

[89] Lord C.J., Ashworth A. BRCAness revisited. Nat Rev Cancer. 2016
Feb;16(2):110-20.

[90] Kim K., Leong S.P.L., Singer M.l. et al. Frequency of genetic homologous
recombination (HR) alterations in metastatic cutaneous melanoma. Journal of Clinical
Oncology 35, no. 15_suppl

[91] C.T. Chung, Y. Joe. Antagonistic crosstalk between SIRT1, PARP-1, and -2 in
the regulation of chronic inflammation associated with aging and metabolic diseases.
Integr Med Res. 2014 Dec; 3(4): 198-203.

[92] Hassa P.O., Hottiger M.O. The functional role of poly(ADP-ribose)polymerase 1
as novel coactivator of NF-kappaB in inflammatory disorders. Cell Mol Life Sci. 2002
Sep;59(9):1534-53.

[93] Swindall A.F., Stanley J.A., Yang E.S. PARP-1: Friend or Foe of DNA Damage
and Repair in Tumorigenesis? Cancers (Basel). 2013 Jul 26;5(3):943-58.

[94] Schiewer M.J., Knudsen K.E. Transcriptional roles of PARP1 in cancer. Mol
Cancer Res. 2014 Aug;12(8):1069-80.

79



[95] Schiewer M.J., Mandigo A.C., Gordon N. et al. PARP-1 regulates DNA repair
factor availability. EMBO Mol Med. 2018 Dec;10(12). pii: e8816.

[96] Wei W., Li Y., Lv S. et al. PARP-1 may be involved in angiogenesis in epithelial
ovarian cancer. Oncol Lett. 2016 Dec;12(6):4561-4567.

[97] Scarpulla R.C. Nuclear Control of Respiratory Chain Expression by Nuclear
Respiratory Factors and PGC-1-Related Coactivator. Ann N Y Acad Sci. 2008 Dec;
1147: 321-334.

[98] Hossain M.B., Ji P., Anish R. et al. Poly(ADP-ribose) Polymerase 1 Interacts
with Nuclear Respiratory Factor 1 (NRF-1) and Plays a Role in NRF-1 Transcriptional
Regulation. J Biol Chem. 2009 Mar 27; 284(13): 8621-8632.

[99] Ding L., Chen X., Xu X. PARP1 Suppresses the Transcription of PD-L1 by
Poly(ADP-Ribosyl)ating STAT3. Cancer Immunol Res. 2019 Jan;7(1):136-149.

[100] Hunter J.E., Willmore E., Irving J.A.E. et al. NF-kB mediates radio-sensitization
by the PARP-1 inhibitor, AG-014699. Oncogene. 2012 Jan 12; 31(2): 251-264.

[101] Chen Z.T., Zhao W., Qu S. et al. PARP-1 promotes autophagy via the
AMPK/mTOR pathway in CNE-2 human nasopharyngeal carcinoma cells following
ionizing radiation, while inhibition of autophagy contributes to the radiation
sensitization of CNE-2 cells. Mol Med Rep. 2015 Aug;12(2):1868-76.

[102] Lu Y., Liu Y., Pang Y. et al. Double-barreled gun: Combination of PARP
inhibitor with conventional chemotherapy. Pharmacol Ther. 2018 Aug; 188: 168—175.
[103] Pulliam L., Tang J., Wang W. et al. Poly-ADP-Ribosylation of Estrogen
Receptor-Alpha by PARP1 Mediates Antiestrogen Resistance in Human Breast
Cancer Cells. Cancers (Basel). 2019 Jan 4;11(1). pii: E43.

[104] Yi M., Dong B., Qin S. et al. Advances and perspectives of PARP inhibitors.
Exp Hematol Oncol. 2019 Nov 11;8:29.

[105] Jiang X., Li W., Li X. et al. Current status and future prospects of PARP
inhibitor clinical trials in ovarian cancer. Cancer Manag Res. 2019 May 10;11:4371-
4390.

[106] https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/208558s001Ibl.pdf
(data dostepu: 18.10.2020r.)

[107] https://lwww.accessdata.fda.gov/drugsatfda docs/label/2018/209115s003Ibl.pdf
(data dostepu: 18.10.2020r.)

[108] https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2017/2084471bl.pdf
(data dostepu: 18.10.2020r.)

80


https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/208558s001lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/209115s003lbl.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2017/208447lbl.pdf

[109] https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda docs/label/2018/211651s000Ibl.pdf

(data dostepu: 18.10.2020r.)

[110] Friedlander E., Meniawy T., Markman B. et al. Pamiparib in combination with

tislelizumab in patients with advanced solid tumours: results from the dose-escalation

stage of a multicentre,
Sep;20(9):1306-1315.

[111] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03933761 (data dostepu:
[112] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03712930 (data dostepu:
[113] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03333915 (data dostepu:
[114] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03519230 (data dostepu:
[115] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03427814 (data dostepu:
[116] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03575065 (data dostepu:
[117] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02361723 (data dostepu:
[118] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04164199 (data dostepu:
[119] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03749187 (data dostepu:
[120] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03914742 (data dostepu:
[121] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03150810 (data dostepu:
[122] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03150862 (data dostepu:
[123] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02158507 (data dostepu:
[124] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01351909 (data dostepu:
[125] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02595905 (data dostepu:
[126] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01009788 (data dostepu:
[127] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02163694 (data dostepu:
[128] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01149083 (data dostepu:
[129] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02032277 (data dostepu:
[130] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01618357 (data dostepu:
[131] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01506609 (data dostepu:
[132] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01749397 (data dostepu:
[133] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01012817 (data dostepu:
[134] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02470585 (data dostepu:
[135] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00989651 (data dostepu:
[136] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02860819 (data dostepu:
[137] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01908478 (data dostepu:
[138] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01489865 (data dostepu:

open-label, phase 1la/b trial.

Lancet Oncol.

18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)
18.10.2020r.)

2019

81


https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/211651s000lbl.pdf
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03933761
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03712930
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03333915
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03519230
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03427814
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03575065
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02361723
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04164199
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03749187
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03914742
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03150810
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03150862
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02158507
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01351909
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02595905
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01009788
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02163694
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01149083
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02032277
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01618357
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01506609
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01749397
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01012817
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02470585
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00989651
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02860819
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01908478
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01489865

[139] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02890355 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[140] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01585805 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[141] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03581292 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[142] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02152982 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[143] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01139970 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[144] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00588991 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[145] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03289910 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[146] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03227016 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[147] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01386385 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[148] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02264990 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[149] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01576172 (data dostepu: 18.10.2020r..)
[150] Yélamos J. Galindo M., Navarro J. et al. Enhancing tumor-targeting monoclonal
antibodies therapy by PARP inhibitors. Oncoimmunology. 2016; 5(1): e1065370.
[151] Soni A., Li F.,, Wang Y. et al. Inhibition of Parpl by BMN673 Effectively
Sensitizes Cells to Radiotherapy by Upsetting the Balance of Repair Pathways
Processing DNA Double-Strand Breaks. Mol Cancer Ther. 2018 Oct;17(10):2206-
2216.

[152] Middleton M.R., Friedlander P., Hamid O. et al. Randomized phase Il study
evaluating veliparib (ABT-888) with temozolomide in patients with metastatic
melanoma. Ann Oncol. 2015 Oct;26(10):2173-9

[153] Khan O.A., Gore M., Lorigan P. et al. A phase | study of the safety and
tolerability of olaparib (AZD2281, KU0059436) and dacarbazine in patients with
advanced solid tumours. Br J Cancer. 2011 Mar 1;104(5):750-5.

[154] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02645149 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[155] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03925350 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[156] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04187833 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[157] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03207347 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[158] https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01366144 (data dostepu: 18.10.2020r.)
[159] Ishibashi H., Suzuki T., Suzuki S., et al. Sex steroid hormone receptors in
human thymoma. J Clin Endocrinol Metab. 2003 May;88(5):2309-17.

[160] Nirodi C., NagDas S., Gygi S.P. et al. A Role for Poly(ADP-ribose) Polymerase
in the Transcriptional Regulation of the Melanoma Growth Stimulatory Activity
(CXCL1) Gene Expression. J Biol Chem. 2001 Mar 23;276(12):9366-74. Epub 2000
Dec 8.

82


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02890355
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01585805
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03581292
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02152982
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01139970
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00588991
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03289910
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03227016
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01386385
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02264990
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01576172
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02645149
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03925350
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04187833
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03207347
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01366144

[161] Amiri K.I., Ka H.C., Smulson M.E. et al. Differential regulation of CXC ligand 1
transcription in melanoma cell lines by poly(ADP-ribose) polymerase-1. Oncogene.
2006 Dec 14;25(59):7714-22. Epub 2006 Jun 26.

[162] Staibano S., Pepe S., Lo Muzio L. et al. Poly(adenosine diphosphate-ribose)
polymerase 1 expression in malignant melanomas from photoexposed areas of the
head and neck region. Hum Pathol. 2005 Jul;36(7):724-31.

[163] Tentori L., Muzi A., Dorio A.S. et al. Stable depletion of poly (ADP-ribose)
polymerase-1 reduces in vivo melanoma growth and increases chemosensitivity. Eur
J Cancer. 2008 Jun;44(9):1302-14.

[164] Hartman M.L., Czyz M. MITF in melanoma: mechanisms behind its expression
and activity. Cell Mol Life Sci. 2015; 72(7): 1249-1260.

[165] Choi J., Xu M., Makowski M.M. et al. A common intronic variant of PARP1
confers melanoma risk and mediates melanocyte growth via regulation of MITF. Nat
Genet. 2017 Sep;49(9):1326-1335.

[166] Wouters J., Vizoso M., Martinez-Cardus A. et al. Comprehensive DNA
methylation study identifies novel progression-related and prognostic markers for
cutaneous melanoma. BMC Med. 2017 Jun 5;15(1):101.

[167] Rodriguez M.I., Peralta-Leat A., O’Valle F. et al. PARP-1 regulates metastatic
melanoma through modulation of vimentin-induced malignant transformation. PLoS
Genet. 2013 Jun;9(6):e1003531.

[168] Fratangelo F., Camerlingo S., Carriero M.V. et al. Effect of ABT-888 on the
apoptosis, motility and invasiveness of BRAFi-resistant melanoma cells. Int J Oncol.
2018 Sep; 53(3): 1149-1159.

[169] Kaczorowski M., Biecek P., Donizy P. et al. SMAD7 is a novel independent
predictor of survival in patients with cutaneous melanoma. Transl Res. 2019
Feb;204:72-81

[170] Mactier S., Kaufman K.L., Wang P. et al. Protein signatures correspond to
survival outcomes of AJCC stage Ill melanoma patients. Pigment Cell Melanoma
Res. 2014 Nov;27(6):1106-16.

[171] Davies J.R., Jewell R., Affleck P. et al. Inherited variation in the PARP1 gene
and survival from melanoma. Int J Cancer. 2014 Oct 1; 135(7): 1625-1633.

[172] de Koning L., Decaudin D., El Botty R. et al. PARP Inhibition Increases the
Response to Chemotherapy in Uveal Melanoma. Cancers (Basel). 2019 Jun; 11(6):
751.

83



[173] Molloy-Simard V., St-Laurent J.F., Vigneault F. et al. Altered expression of the
poly(ADP-ribosyl)ation enzymes in uveal melanoma and regulation of PARG gene
expression by the transcription factor ERM. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2012 Sep
14;53(10):6219-31.

[174] Donizy P., Wu C.L., Mull J. et al. Up-Regulation of PARP1 Expression
Significantly Correlated with Poor Survival in Mucosal Melanomas. Cells. 2020 May
5;9(5). pii: E1135.

84



8. STRESZCZENIE

WSTEP. PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) jest enzymem
zaangazowanym W regulacje roznorodnych procesow komérkowych, m.in.
uczestniczy w naprawie uszkodzen DNA, regulacji podziatbw komaorkowych
i odpowiedzi immunologicznej.

CEL. Celem pracy byta analiza ekspresji PARP1 w komérkach czerniaka
skory pochodzacych z guzoéw pierwotnych i analiza jej korelacji ze szczegotowymi
parametrami kliniczno-patologicznymi oraz przezyciami odlegtymi pacjentow.

MATERIAL | METODY. Badanie objeto 128 pacjentéw leczonych w latach
2005-2010 w Opolskim Centrum Onkologii z powodu czerniaka skory.
Immunoreaktywnosc¢ biatka PARP1 zbadano za pomocg metody
immunohistochemicznej z wykorzystaniem skrawkéw parafinowych guzow
pierwotnych.

WYNIKI. Wysokag ekspresje PARP1 (H-score > 280) wykazano u 30 pacjentéw
(23.4%), zas$ niskg — u 98 (76,6%). We wszystkich dodatnich przypadkach wykazano
wytgcznie jgdrowg ekspresje PARP1.

Nadekspresja PARP1 w jgdrach komodrek nowotworowych pacjentéw bez
przerzutow weztowych wykazuje scistg korelacje z istotnie krétszym czasem wolnym
od nawrotu (p=0.0015) oraz skroconym czasem przezycia specyficznym dla choroby
nowotworowej (p=0.05). Nie potwierdzono znaczenia prognostycznego ekspres;ji
PARP1 u pacjentow z przerzutami do regionalnych weztow chtonnych.

Wysoka immunoreaktywnos¢ PARP1 w grupie pacjentow bez przerzutow
weztowych byfa istotnie skorelowana z wiekszg gruboscig nacieku nowotworowego
wg skali Breslowa, obecnoscig owrzodzenia oraz wyzszym indeksem mitotycznym
(odpowiednio p=0.0016, p=0.023 oraz p<0.001). U pacjentdw z obecnoscig
przerzutow w regionalnych weztach chtonnych wysoka immunoreaktywnosé¢ PARP1
byta istotnie zwigzana z obecnoscig mikrosatelitozy (p=0.034). W catej grupie
pacjentow ekspresja PARP1 byta istotnie skorelowana z wysokim indeksem
mitotycznym (p=0.001) oraz obecnoscia owrzodzenia (p=0.036). Co wiecej,
u pacjentdw charakteryzujgcych sie wysokg ekspresjg PARP1 czerniak czesciej
lokalizowat sie na skérze gtowie i szyi (p=0.015), co moze miec zwigzek z wiekszym

nagromadzeniem uszkodzen DNA powodowanych przez promieniowanie UV.
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WNIOSKI. Wysoka ekspresja PARP1 jest nowym markerem niekorzystnego
rokowania u pacjentdw bez przerzutdw w regionalnych weztach chtonnych. Koreluje
ona réwniez istotnie z parametrami morfologicznymi $wiadczgcymi o wysokiej
inwazyjnosci komoérek nowotworowych guza pierwotnego (m.in. z wysokim indeksem
mitotycznym i obecnoscig owrzodzenia). Nadekspresja PARP1 moze by¢ wyrazem
uszkodzen DNA wskutek dziatania promieniowania UV — guzy pierwotne z wysokg

ekspresjg PARP1 istotnie czesciej lokalizowaty sie w rejonie gtowy i szyi.
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9. SUMMARY

INTRODUCTION. PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) is a pleiotropic
enzyme involves in several cellular processes, e.g: DNA damage repair, regulation
of mitosis and immunologic response.

AIM. The aim of the study was to examine the expression of PARPL1 in the
cutaneous melanoma cells obtained from primary tumors and to assess its
correlation with detailed clinico-pathological characteristics and patient long-term
survival.

MATERIAL AND METHODS. The examined group consisted of 128 patients
treated for cutaneous melanoma in the Oncology Center in Opole from 2005 to 2010.
The PARP1 immunoreactivity was assessed by immunohistochemistry in formalin-
-fixed paraffin-embedded tissue specimens of primary tumors.

RESULTS. High PARP1 expression (H-score > 280) was observed in 30
patients (23.4%), whilst the remaining 98 patients (76.6%) had low PARP1
immunoreactivity. All positive cases showed only nuclear expression pattern.

Elevated nuclear PARP1 expression in patients without nodal metastases
strongly correlates with significantly shorter disease-free survival (p=0.0015) and
shorter cancer-specific overall survival (p=0.05). Prognostic significance of PARP1
expression in patients with nodular metastases was not confirmed.

High PARP1 immunoreactivity in patients without lymph node metastases was
significantly associated with higher Breslow tumor thickness, presence of ulceration
and higher mitotic index (p=0.0016, p=0.023 and p<0.001, respectively). In patients
with nodal metastases, high PARP1 expression significantly correlated with presence
of microsatellitosis (p=0.034). In the entire analyzed group, PARP1 expression was
significantly associated with high mitotic index (p=0.001) and presence of ulceration
(p=0.036). Moreover, in patients with elevated PARP1 expression, melanoma was
more frequently located in the skin of head and neck region (p=0.015).

CONCLUSIONS. High PARP1 expression is a new marker of unfavourable
prognosis in patients without regional lymph node metastases. It also significantly
correlates with morphological parameters indicating enhanced invasiveness of
primary tumor cells (e.g., high mitotic index and presence of ulceration). PARP1
overexpression may result from DNA damage due to UV-radiation exposure
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— primary tumors with elevated PARP1 expression were more frequently located in

the head and neck region.
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12. WYKAZ SKROTOW

AIF (apoptosis inducing factor) — czynnik indukujgcy apoptoze

AJCC (American Joint Committee on Cancer) — Amerykanski Wspolny Komitet
ds. Raka

ALM (acral lentiginous melanoma) — czerniak akralny, czerniak odsiebnych czesci
konczyn

ARH (ADP-ribosyl-acceptor hydrolase) — hydrolaza ADP-rybozy

ART (ADP-ribosyltransferase) — ADP-rybozylotransferaza

ARTD 1-17 (ADP-ribosyltransferase diphtheria-toxin like 1-17) — ADP-rybozylotrans-
feraza 1-17 podobna do toksyny btoniczej

BAP1 (BRCA1-associated protein-1) — biatko 1 zwigzane z BRCA1

BCC (basal cell carcinoma) — rak podstawnokomarkowy

BER (base excision repair) — naprawa uszkodzonego DNA przez wyciecie zasady
BRCA1/2 (breast cancer type 1 or 2 susceptibility protein) — biatko BRCA1/2

BRCT (C-terminal domain of breast cancer protein BRCA1) — C-korncowa domena
dla biatka BRCA1

CAP (College of American Pathologists) — Kolegium Amerykanskich Patologéw
COPD (chronic obstructive pulmonary disease) — przewlekia obturacyjna choroba
ptuc

CSOS (cancer-specific overall survival) — czas przezycia specyficznego dla choroby
nowotworowej

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4) antigen 4 cytotoksycznych
limfocytow T

DFS (disease-free survival) — czas przezycia wolny od nawrotu choroby

DSB, dsDB (double-strand break) — dwuniciowe uszkodzenie (pekniecie) DNA
FAMMM (familial atypical multiple mole melanoma syndrome) — zesp6t rodzinnego
wystepowania znamion atypowych i czerniaka

FEN1 (flap endonuclease 1) — flap endonukleaza 1

GDP (guanine nucleotide diphosphate) — guanozynodifosforan

GEF (guanine-nucleotide exchange factor) — czynnik wymiany nukleotydu guaniny
GPCR (G-protein coupled receptor) — receptor zwigzany z biatkiem G

GTP (guanine nucleotide triphosphate) — guanozynotrifosforan
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HDR, HR (homology-directed repair, homologous recombination) — naprawa
uszkodzonego DNA na drodze rekombinacji homologicznej

IHC (immunohistochemistry) — immunohistochemia, metoda immunohistochemiczna
IkKB (inhibitor of kB) — inhibitor kB

IFN a-2b (interferon a-2b) — interferon a-2b

IL-2 (interleukin-2) — interleukina 2

IRS (immunoreactive score) — wskaznik IRS, wskaznik immunoekspresii

LM (lentigo maligna) — plama soczewicowata

LMM (lentigo maligna melanoma) — czerniak rozwijajgcy sie z plamy soczewicowate;j
MAPK (mitogen-activated protein kinase) — kinaza biatkowa aktywowana mitogenami
MAR (mono (ADP-ribose) — monomer ADP-rybozy

MC1R (melanocortin 1 receptor) — receptor dla melanokortyny 1

MCM (mucosal melanoma) — czerniak bton $luzowych

MEK-1/2 (MAPK/ERK kinase-1 and -2) — kinaza 1/2 MAPK/ERK

MIF (macrophage migration inhibitory factor) — czynnik hamujgcy migracje
makrofagow
MMEJ (microhomology-mediated end-joining) — naprawa uszkodzonego DNA

poprzez tgcze koncow w oparciu o mikrohomologie

MMR (mismatch repair) — naprawa uszkodzonego DNA poprzez naprawe zbtednie
sparowanych nukleotydow

MTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) — kompleks 1 mTOR

NAD™ (nicotinamide adenine dinucleotide) — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NER (nucleotide excision repair) — naprawa uszkodzonego DNA poprzez wyciecie
nukleotyddéw

NF1 (neurofibromin 1) — neurofibromina 1

NFkB (nuclear factor-«B) — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB

NHEJ (non-homologous end joining) — naprawa uszkodzonego DNA na drodze
niehomologicznego tgczenia koncow DNA

NM (nodular melanoma) — czerniak guzkowy

NRF (nuclear respiratory factor) — jgdrowy czynnik oddechowy 1

OFTPPC (ovarian, fallopian tube and primary peritoneal cancer) — rak jajnika,
jajowodu i pierwotny rak otrzewnej

OAR (oligo (ADP-ribose) — oligomer ADP-rybozy

PAR (poly (ADP-ribose) — polimer ADP-rybozy
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PARG (poly (ADP-ribose) glycohydrolase) — glikohydrolaza poli(ADP-rybozy)
PARP1-16 (poly (ADP-ribose) polymerase 1-16) — polimeraza poli(ADP-rybozy) 1-16
PARP-i (PARP inhibitor) — inhibitor PARP

PD-1 (programmed cell death protein 1) — biatko programowanej Smierci komorki 1
PDK (phosphoinositide-dependent protein kinase-1) — kinaza 1 zalezna od
fosfoinozytydu

PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) — kinaza 3 fosfatydyloinozytolowa

PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) — 4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu
PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) - 3,4,5-trifosforan
fosfatydyloinozytolu

PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) — biatko
PTEN

RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma) — rodzina biatek RAF

RAS (rat sarcoma) — rodzina biatek RAS

RTK (receptor thyrosine kinase) — receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej

SCC (squamous cell carcinoma) — rak ptaskonabtonkowy

SGTP (small guanine triphosphatases) — mata GTP-aza, mata guanozynotrifosfataza
SL (synthetic lethality) — sztucznie indukowana letalnosé

SNLB (sentinel lymph node biopsy) — biopsja wezta wartowniczego

SSB, ssDB (single-strand break) — jednoniciowe uszkodzenie (peknigecie) DNA

SSM (superficial spreading melanoma) — czerniak szerzacy sie powierzchownie

TILs (tumor-infiltrating lymphocytes) — limfocytarny naciek zapalny

TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) — kompleks stwardnienia guzowatego 2,
tuberyna

oaMSH (a-melanocyte-stimulating hormone) — melanotropina a, hormon stymulujgcy

melanocyty a
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