Streszczenie

Biologia molekularna odgrywa coraz wigkszg role w diagnostyce i leczeniu
pacjentow z nowotworami ztosliwymi, réwniez wsrdod chorych z czerniakiem.
Molekularny profil czerniaka jest trudny do okreslenia, glownie ze wzgledu na brak
kryteriow pozwalajacych na wyodrgbnienie zmian inicjujacych (ang. driver) od zmian
wtornych (ang. passenger). Dodatkowo, dane z wielkoskalowych projektéw
sekwencjonowania nowej generacji pokazujg duza zmiennos$¢ genetyczng czerniaka.

Przerzuty do regionalnych weztow chtonnych sg najczestsza formg pierwszego
nawrotu choroby po usunig¢ciu zmiany pierwotnej. Mimo ze w 111 stopniu zaawansowania
klinicznego czerniaka chirurgiczne usunigcie zajetych weztow chtonnych jest zabiegiem
potencjalnie leczniczym, przezycia pacjentow ro6znig si¢ znacznie. Istnieje wiec potrzeba
wyodrgbnienia markerow warunkujacych przebieg choroby.

Celem pracy byl opis zmian molekularnych w duzej 1 jednorodnej grupie
czerniakéw w I11B/C stopniu zaawansowania klinicznego poddanych terapeutycznej
limfadenektomii oraz ocena ich wpltywu na przebieg kliniczny choroby.

Pierwszym etapem bylo oznaczenie statusu mutacyjnego genow BRAF i NRAS za pomoca
sekwencjonowania sangerowskiego. Wsrdd badanych 250 przypadkoéw obecno$¢ mutacji
w genie BRAF wykazano u 154 (62%) (w tym 141 V600E i 9 V600K), a w genie NRAS
u 42 (17%) chorych. Nie zaobserwowano zadnej korelacji miedzy obecnoscia mutacji w
genach BRAF/NRAS a RFS (ang. relapse-free survival, przezycie wolne od nawrotu
choroby) ani OS (ang. overall survival, przezycie catkowite). W istotnym stopniu
obecno$¢ mutacji BRAF korelowata z mtodszym wiekiem pacjentow w momencie
diagnozy. Przezycie 5-letnie w badanej grupie wyniosto 33 i 44% liczac od daty
pierwotnej diagnozy i limfadenektomii, odpowiednio; 5-letni RFS wynosil 25%.
Czynnikami negatywnie wptywajacymi na prognoze byty: pte¢ meska, wigcej niz 1 zajety
wezel chtonny oraz naciekanie torebki weztowe;.

Status mutacyjny gendw BRAF i NRAS nie byl réwniez czynnikiem prognostycznym
u pacjentdbw z makroprzerzutami czerniaka do weztow chionnych, ale moze miec
znaczenie dla doboru terapii adjuwantowej.

Wyrdzniono dodatkowo grupe 103 czerniakdw o nieznanym ognisku pierwotnym,
gdzie przerzut do wezléw chlonnych jest pierwszg kliniczng manifestacjag choroby.

Obecnos¢ mutacji w genie BRAF wykazano w 55 przypadkach (53%) (51 V600E i 4



inne), mutacje w genie NRAS wykazano w 14 przypadkach (14%). 5-letni OS dla badanej
grupy wynosit 34%. Obecnos$¢ mutacji w genie BRAF ani NRAS nie wykazywata korelacji
z OS, obserwowano jednak istotny wptyw na skrocenie RFS (18 vs. 19 vs. 31% dla
przypadkéw z mutacja BRAF, NRAS oraz bez mutacji w tych genach, odpowiednio;
p=0,04). Ponownie, najbardziej istotnym czynnikiem wplywajacym na przebieg
kliniczny choroby byta liczba zajetych weztow chtonnych wigksza niz 1.
Przeprowadzone badania wskazuja, Ze pacjenci z czerniakiem o nieznanym ognisku
pierwotnym wykazuja podobng charakterystyke molekularng co pacjenci ze
sporadycznym czerniakiem niezwigzanym z przewleklym uszkodzeniem przez
promieniowanie ultrafioletowe w podobnym stopniu zaawansowania. Obecno$¢ mutacji
w BRAF i NRAS wykazuje negatywny wptyw na RFS, moze mie¢ takze znaczenie dla
doboru terapii adjuwantowej.

W przeprowadzonych badaniach porownano rowniez dziatanie dwoéch
popularnych metod oznaczania mutacji w genie BRAF: sekwencjonowania
sangerowskiego i cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test. Za pomocg testu cobas®
uzyskano wyniki dla wszystkich sposrod badanych w tym etapie 232 przypadkow, za
pomocg sekwencjonowania nie byto mozliwe uzyskanie produktu w 6 z nich. Za pomoca
obu metod spdjne wyniki uzyskano dla 215/226 informatywnych wynikow (95,2%).
Sekwencjonowanie sangerowskie bylo metoda skuteczniejsza w przypadku mutacji
innych niz V60OE, test cobas® okazal si¢ by¢ mniej zalezny od jako$ci materiatu
(degradacja DNA i niski poziom utkania nowotworowego w preparacie). Porownanie to
udowodnita wysoka skutecznos¢ oraz zgodnos¢ obu metod w rutynowej diagnostyce przy
zachowaniu nalezytej starannos$ci analizy.

W ostatnich latach nastapit znaczny rozwo6j wiedzy na temat ztozonego podioza
molekularnego czerniaka. Prowadzone jest wiele badan majacych na celu identyfikacje
kluczowych czynnikéw wplywajacych na agresywno$¢ czerniaka, umozliwiajacych
skuteczng diagnostyke pacjentow, a wraz z rozwojem nowoczesnych inhibitorow
drobnoczasteczkowych na zwigkszenie mozliwosci skutecznej terapii. W tej pracy w
grupie 102 pacjentow przeprowadzono analiz¢ statusu mutacyjnego 50 gendw
powigzanych z rozwojem nowotworéOw za pomocg sekwencjonowania eksomowego.
Otrzymane wyniki weryfikowano za pomoca sekwencjonowania sangerowskiego.
Wykryto ponad 100 zmian w 29 genach. Obecnos$¢ 75% z nich potwierdzono za pomoca
sekwencjonowania sangerowskiego, co przeklada si¢ na potwierdzenie wysokiej

heterogenno$ci zmian jak i stawia pytanie o ocen¢ znaczenia klinicznego rzadkich



klonow. Cze$¢ mutacji wykazywala negatywy wplyw na rokowanie (AKT). W 16
przypadkach nie wyznaczono obecnosci mutacji w zadnych z badanych gendw, co
sugeruje role innych czynnikow molekularnych w rozwoju choroby.

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze do prawidlowej diagnostyki
molekularnej nalezy wykorzystywac testy obejmujace szerszy profil genetyczny, jako ze
dodatkowe, nawet nie jednoznacznie onkogenne mutacje w genach kodujacych kluczowe
lub towarzyszace elementy r6znych $ciezek sygnatowych moga stanowi¢ mie¢ wpltyw na
tok choroby 1 odpowiedz na terapi¢. Potrzebne sg dalsze badania identyfikujace elementy

zmiennoS$ci genetycznej czerniaka i weryfikujace ich znaczenie w biologii nowotworu.
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