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ANOTACIJA

Laundabiga melanoma ir viens no agresivakajiem, pret zalém rezistentakajiem cilvéku
audzgja veidiem, un saslimstiba ar to p&d&jo desmitgazu laika ir pastavigi pieaugusi, 1pasi
baltadainaja populacija. Saskana ar GLOBOCAN datiem 2018. gada visa pasaulé konstateti
vairak neka 287 723 jauni adas melanomas gadijumi (1,6 % no visiem véza veidiem), un
registréti aptuveni 60 712 naves gadijumi.

Laundabigas melanomas diagnostika un prognozg€Sana plasi izmanto tadus tradicionalos
histopatologiskos raksturliclumus ka audz&ja histologiskais apakstips, Klarka invazijas
limenis, Breslova biezums, Solara elastoze, Cilojums, regresija, limfovaskulara invazija,
mitozu skaits, peritumorala limfocitara infiltracija (TIL). Ir zinots, ka melanomas patogenézé
ir iesaistiti vairaki audz&ja supresoru ge€ni un/vai onkogéni. Liela interese ir par RAS-RAF-
MEK-ERK, PI3K/PTEN un c-Kit celiem, jo pacientiem, kuriem ir aktiviz&tas mutacijas BRAF,
NRAS un KIT génos, varetu but izdevigas mérkterapijas iesp&jas vai mérkterapijas un
imiinterapijas pielagotas kombinacijas. Audzgja genomikas pétijumos fundamentali uzdevumi
ir noteikt, kuras somatiskas mutacijas varétu biit patogenézes “virzitajspeki”, un noskaidrot, ka
mut&jusie géni ietekmé konkréta audz&ja biologiju. Lai pareizi arstétu progreséjusu melanomu,
jau tagad tiek ieteikts identific€t variantus, kas liecina par atbildes reakciju vai rezistenci pret
sisteémisku arste€Sanu, un molekulara testéSana ir prioritate terapijas kursa noteikSana. PatieSam,
molekulara testéSana, lai noteiktu iedarbigas mutacijas, ir obligata pacientiem ar progres&jusu
slimibu (neresekt€jama III vai IV stadijas slimiba un loti ieteicama augsta riska rezekcionétas
slimibas Ilc stadijas, IlIb—Illc stadijas slimibam). P&d€jos gados pasaulé strauji attistas
personalizétas medicinas virziens, kas balstas uz specifisku, konkrétai slimibai mérktiecigu
terapiju, ka ar1 agrinu audz€ju diagnostiku un augsta riska grupu identific€Sanu. Invaziva
melanoma ir audzgjs ar lielu ietekmi, jo saslimstiba ar to strauji pieaug, tai ir augsta mirstiba,
sarezgitiba un lieli apriipes izdevumi progres€josas stadijas. Nesenie pétijumi liecina, ka
melanomai ir nozimigas gan tradicionalas histopatologiskas Tpasibas, gan genétiskas izmainas.

Lidz sim BRAF mutacijas statusu plasi parbauda rutinas kliniskaja praks€ progres€josu
slimibu gadijumos (IIC, Il un IV stadija), tomér ne Eiropas Mediciniskas onkologijas biedribas
(ESMO), ne NCCN (Network N.C.C. Cutaneous Melanoma) vadlinijas nav ieteikts veikt BRAF
test€Sanu agrinas stadijas melanomai (IA—I1B stadija). Turklat citu melanomas génu (NRAS,
TERT) vienlaiciga analize joprojam ir pretrunigi vért€jama, un histopatologisko, klinisko un
genétisko raksturlielumu salidzino$a vértiba un to nozime bezrecidiva perioda dzivildzes

noteikSana adas melanomas agrina stadija joprojam ir nepietiekami izprasta.
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VISPARIGS PARSKATS

P&edgjo gadu laika visa pasaul@ ir palielinajusies saslimstiba ar laundabigo melanomu,
un paslaik ta ir nozZimiga sabiedribas veselibas probléma ((Hessler et al., 2020; Forsea et al.,
2020). Ultravioletais starojums ir nozimigs riska faktors melanomas patogenezg, kas tiesi boja
DNS (Hessler et al., 2020; Shellenberger et al., 2016). Turklat melanomas agrinai atklasanai
un melanomas audu biomarkieru novertésanai ir svariga nozime pacientu riska stratifikacija,
personalizéta diagnostika un arstésana (Mandala et al., 2014; Romaine et al., 2026; Bastian et
al., 2014; Clark et al., 1989).

Pasreizgja Pasaules Veselibas organizacijas (PVO) adas audzgju klasifikacija
melanomu iedala p&c solaras elastozes, ko novérté pec adas elastigajam Skiedram, lai noteiktu
kumulativo saules kaitejumu (KSK) (Scolyer et al., 2018). Saskana ar $o PVO Kklasifikaciju
paslaik ir tris melanomu klases: melanomas, kas saistitas ar stipru KSK, melanomas, kas
saistitas ar nelielu KSK, un nodularas melanomas (Shellenberger et al., 2016; Bastian et al.,
2014). Solara elastoze parasti ir redzama virspusgji augosai un lentigo maligna melanomai, ta
sauktai stipra KSK melanomai. Desmoplastiska melanoma ir saistita ar palielinatu Solaro
elastozi. Visbiezak sastopamais stipra KSK melanomas apakstips ir virspusgji augosa
melanoma, kas parasti sakas ar agrinu radialu augSanu, kam seko vertikala augSana un invazija
derma (Shellenberger et al., 2016).

Akralas, glotadas, uvealas un $picoidalas melanomas nav saistitas ar KSK vai tam
raksturigs zems KSK. Nodularo melanomu parasti raksturo ka zema KSK tipu ar agrinu
progreséSanu lidz vertikalai aug8anai (Shellenberger et al., 2016).

Lai gan pédgjas desmitgades laika, ievieSot jaunu personaliz€tu melanomas arsteésanu,
kas balstita uz BRAF inhibitoriem un iminterapiju, ir samazindjies mirstibas raditajs,
progres€josu un metastatisku melanomu joprojam ir grati arstét (Clark et al., 1989; Scolyer et
al., 2018; Azimietal., 2012; Fortes et al., 2015; Park et al., 2017; Maibach et al., 2020; Dougan
et al., 2018; Havel et al., 2019; Ribas et al.,2015., Cancer Genome Atlas Network, 2015).
Tapéc agrina diagnostika un riska stratifikacija melanomas progreséSanai ir Ipasi svariga.
Tomeér retie melanomas histopatologiskie apakstipi var apgritinat diagnostiku (Shellenberger
etal., 2016).

Tapéc 1pasi svarigi ir noteikt agrinas stadijas melanomas biomarkierus, lai prognozétu
melanomas klinisko uzvedibu. Ir pieradits, ka tadi kliiski patologiskie raditaji ka audzgja
izmérs, audzgja tips, audz€ja invazivitate (Breslova biezums, Klarka limenis, limfovaskulara

invazija, neirotropisms), culojums, audz&ja mitotiska aktivitate ir nozimigi prognostiskie



faktori melanomas attistibai un progreséSanai (Shellenberger et al., 2016; Bastian et al., 2014;
Clark etal., 1989; Park et al., 2017). Turklat ir pieradits, ka peritumorala limfocitara infiltracija
var stratificét melanomu zema un augsta progresésanas riska grupas (Park et al., 2017; Scolyer
et al., 2018; Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015).

Melanomas attistiba ir cieSi saistita ar somatiskam un epigenétiskam izmainam. Tas
patogenczé un evoliicija ir iesaistitas dazadas mutacijas. Jaunakaja genomu klasifikacija
melanomu iedala Cetros galvenajos apakstipos, pamatojoties uz visbiezak sastopamo nozimigi
mutéto génu struktiru: mutéts BRAF, RAS, NF1 un triskarSais-WT (savvalas tips).
(Ribas et al., 2015; Cancer Genome Atlas Network, 2015; Ny et al., 2020).

Molekularas patologijas sasniegumi un genétisko biomarkieru novértéSana arvien
biezak tiek izmantota kliniskaja praksé melanomas diagnostika, personalizéta arst€Sana un
prognozésana. Turklat musdienu arst€Sanas vadlinijas galvena uzmaniba pieversta melanomas
genétisko biomarkieru novertésanai (Hessler et al., 2020; Cancer Genome Atlas Network,
2015; Ny et al., 2020).

Ir izstradatas vairakas kliniskas vadlinijas, kuras galvena uzmaniba pieversta adas
melanomas genétiskajai testéSanai (Michielin et al., 2019; Cancer Genome Atlas Network,
2020). Pasreizgjas Eiropas Mediciniskas onkologijas biedribas ((ESMO) European Society for
Medical Oncology) vadlinijas noteikts, ka mutaciju testéSana javeic visiem pacientiem ar
progresgjusu slimibu, kas ietver III vai IV stadiju (rezekcion€tu vai nerezekcionétu), un
mutaciju testéSana ieteicama augsta riska patologiskas IIC stadijas melanomas pacientiem
(Michielin et al., 2019). Tomér NCCN vadlinijas BRAF testéSana ir ieteicama III-1V stadijas
melanomai. NCCN ekspertu grupa neiesaka BRAF testésanu rezekcionétai I vai II patologiskas
stadijas adas melanomai (Cancer Genome Atlas Network, 2020).

Ipasi svarigi ir novértét BRAF géna mutaciju (Shellenberger et al., 2016; Cancer
Genome Atlas Network, 2020). BRAF mutacijas Novero
40-60 % no visiem primaras laundabigas melanomas gadijumiem (Cancer Genome Atlas
Network, 2020; Ny et al., 2020; Rose et al., 2006; Michielin et al., 2019). BRAF mutaciju
parasti noveéro jaunakiem pacientiem, adai bez KSK un virspusgji augosai melanomai, savukart
NRAS mutacijas melanomai raksturigas nodularajam apakstipam un KSK adai (Hessler et al.,
2020; Cancer Genome Atlas Network, 2015; Ny et al., 2020; Rose et al., 2006; Michielin et
al., 2019; Cancer Genome Atlas Network, 2020; Eigentler et al., 2016; Tas et al., 2019; Barnhill
et al., 1996; Tuthill et al., 2002).

B-RAF ir viena no MAPK cela iesaistitajam signalkinazém. BRAF mutacija izraisa

MAPK signalizacijas kaskades aktivizaciju. Visbiezak sastopama BRAF mutacija ir V60OE,
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kas veido 80 % géna izmainu (Eigentler et al., 2016). Citas izplatitas BRAF géna mutacijas ir
V600K un V600R mutacijas (Cancer Genome Atlas Network, 2015). Ieprieks$¢jie pétijumi
liecina, ka BRAF V600E mutacijas parasti novéro jaunakiem pacientiem un ekstremitates,
savukart V600K mutacijas ir saistitas ar vecaku pacientu vecumu un parasti tiek konstatetas
galva un kakla (Cancer Genome Atlas Network, 2015; Ny et al., 2020; Michielin et al., 2019;
Cancer Genome Atlas Network, 2020).

Jaunakie pieradijumi liecina, ka lidz pat 20-30 % gadijumu NRAS mutacijas pastav
vienlaikus ar BRAF mutacijam. Pacientiem, kuriem ir gan BRAF, gan NRAS mutacijas, ir
sliktaka prognoze neka pacientiem, kuriem ir tikai BRAF mutacijas melanoma (Tayloe et al.,
2007; Raaijmakers et al., 2016).

Parasti NRAS mutacijas ir neatkarigas no BRAF mutacijam, tacu ir zinots par dubulto
ekspresiju (Tayloe et al., 2007). NRAS mutaciju saistiba ar Solaras elastozes pakapi liecina, ka
NRAS ir ciesi saistita ar UV starojuma izraisitajam mutacijam. lepriek$gjie petijumi paradija,
ka NRAS mutacija ir saistita arT ar samazinatu imiinreakciju peritumoralas melanomas audos
un progreséjosa audzgja stadija (Raaijmakers et al., 2016).

Nesenie pieradijumi, kas iegiiti, izmantojot visa eksoma un visa genoma sekvencésanu
(WES un WGS), norada uz citu génu iesaisti§anos melanomas patogenézg, noradot, cik svarigi
ir vienlaikus parbaudit vairakus genus, lai labak klasificétu tris galvenos molekularos
melanomas apakstipus (BRAFmut, NRASmut un ne-BRAFmut/ne-NRASmut). [Scolyer et al.,
2018; Fortes et al., 2015].

Lidz sim BRAF géna mutaciju analizei ir pieejamas dazadas molekularas stratégijas,
piem&ram, Sangera sekvencésana (SS), reala laika PCR, augstas iz8kirtsp&jas kuSanas analize,
ar peptidu nukleinskabes (PNA) starpniecibu veikta reala laika PCR, digitala PCR,
pirosekvencéSana un imiinhistokimija. Katra metode sp€j noteikt mutacijas atseviskos génos
viena s€rija ar noteiktu jutibu, specifiskumu un noteikSanas robezu (Scolyer et al., 2018;
Cancer Genome Atlas Network, 2015; Ny et al., 2020; Rose et al., 2006; Michielin et al., 2019;
Cancer Genome Atlas Network, 2020; Eigentler et al., 2016; Tas et al., 2019; Barnhill et al.,
1996; Tuthill et al., 2002). Sakotngji Cobas 4800 BRAF V600 mutaciju tests (Roche Molecular
Systems) un THxID ™-BRAF komplekts (BioMerieux, Inc.) bija vienigie FDA apstiprinatie testi
BRAF V600E mutacijas noteiksanai un BRAF V600E/V600K mutaciju noteikSanai DNS
paraugos, kas iegiiti attiecigi no cilvéka melanomas formalina fiks€tiem un parafina iegultiem
((FFPE) Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) audiem (Scolyer et al., 2018).

Lieljaudas nakamas paaudzes sekvencésanas (NGS) tehnologijas ievieSana ir

revolucionizgjusi izpratni par véza biologiju un uzlabojusi personaliz&tas arstésanas strat€gijas
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attieciba uz daudziem un dazadiem cilvéku véZza veidiem, tostarp melanomu. NGS mérktiecigas
génu sekvenéSanas panelu izstrade un izmantoSana var bt pievilciga metode slimnicas un
klinikas, jo ar tiem var vienlaicigi parbaudit ar slimibu saistitas mutacijas vairakos génos viena
reizé, tadgjadi samazinot gan reagentu izmaksas, gan nepiecieSamo DNS daudzumu, turklat ar
pietiekamu jutibu un specifiskumu, lai noteiktu somatiskos variantus ar biezumu, kas parsniedz
5 % (Romaine, et al., 2016).

TERT promotera mutacijas klatbiitne ir saistita ar isaku bezrecidiva periodu melanomas
gadijuma (Scolyer et al., 2018; Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015; Park et al., 2017;
Maibach et al., 2020). So efektu modificgja TERT promotera ietvaros izplatits polimorfisms
rs2853669, kas izjauc jau esoSo nekanonisko ETS2 vietu TERT promotera proksimalaja
apgabala, kas atrodas tiesi blakus E-box (Maibach et al., 2020). Turklat tika zinots, ka TERT
promotera mutacijas $picoidalos melanocitiskos jaunveidojumos prognozé agresivu klinisko
uzvedibu Dougan, et al., 2018 ().

Ieprieks$€jos petijumos tika konstateta NRAS, BRAF un TERT génu mutaciju
lidzaspastavésana, tomér to kliniska un prognostiska nozime joprojam tiek apspriesta (Hessler,
et al., 2020; Forsea et al., 2020; Shellenberger et al., 2016; Mandala et al., 2014). Vienlaiciga
BRAF un NRAS génu mutacija var izraisit rezistenci pret MEK inhibiciju. Tomér pasreizgjie
pieradijumi ir nepietiekami, lai liecinatu, ka kopmutacijas klatbiitne prasitu mainit klinisko
noveroSanu un ieteicamo arstéSanu.

Rezumg&jot, pasreiz€jas kliniskas vadlinijas neprasa veikt genétisko testéSanu agrinas
stadijas melanomai (IA-IIB stadija), turklat BRAF, NRAS un TERT kopmutacijas nozime
melanomas prognozeésana un arstéSanas vadlinijas joprojam tiek pétita. Turklat BRAF, NRAS
un TERT mutacijas statusa salidzino$a saistiba ar agrinas stadijas melanomas

histopatologiskajam pazimém joprojam nav pietickami izpétita.

Pétijuma merkis
Novertét BRAF, NRAS, TERT genétiskas mutacijas un to saistibu ar kliniskajiem,
histopatologiskajiem raditajiem un slimibas bezrecidiva periodu pacientiem ar agrinu adas

invazivu melanomu (IA-IIC stadija).

Darba uzdevumi
1) Novértet kliniskos un histopatologiskos raditajus pacientiem ar adas invazivu

melanomu IA-IIC stadija;



2) Novertét histopatologiskos raditajus pacientiem ar adas invazivu melanomu IA-1IC
stadija;
3) Noveértet BRAF, NRAS un TERT mutacijas pacientiem ar adas invazivu melanomu IA-
IIC stadija;
4) Novertét asociacijas starp kliniskajiem, histopatologiskajie raditajiem un BRAF, NRAS,
TERT mutacijas stavokli;
5) Novertét asociacijas starp slimibas bezrecidiva periodu un kliniskajiem,

histopatologiskajie raditajiem, BRAF, NRAS, TERT mutacijas stavokli.

Darba hipoteze

Pasreizgjas kliniskas vadlinijas paredz melanomas audu testéSanu tikai pacientiem I1C,
IIT un IV stadija. Tacu vadlinijas neparedz genétisku testéSanu pacientiem ar agrinu melanomu
(IA-1IB kliniska stadija).

Misu darba hipotéze — dazadu genétisko mutaciju savstarp&ja mijiedarbiba pacientiem
ar agrinu  melanomu (IA-IIC stadija) ir saistita ar melanomas Kkliniskajiem,

histopatologiskajiem raditajiem un korel€ ar slimibas prognozi (bezrecidiva periodu).

Pétijums novitate
Asociaciju noverteSana starp BRAF, NRAS, TERT mutaciju un kliniskajiem,

histopatologiskajiem raditajiem un bezrecidiva periodu.

MetoZu parskats

P&tijuma retrospektivi tika ieklauti simt piecdesmit pacienti, kuriem 2012.-2018. gada
Rigas Austrumu kliniskaja universitates slimnica, Latvijas Onkologijas centra tika veikta
melanomas IA-11C stadijas kirurgiska arstéSana. Saja pétfjuma tika ieklauti tikai pacienti ar
primaru adas nodularu un virspusgji augosu laundabigu invazivu melanomu.

Tika analiz€ti tadi melanomas pacientu kltniskie raditaji ka vecums, dzimums, audzgja
atraSanas vieta, izmérs. Dazadi kliniskie faktori — vecums, dzimums, novérosanas ilgums péc
operacijas, recidivs vai metastazes — tika iegiiti no medictniskas dokumentacijas.

Melanomas histopatologiskas ipasibas tika parskatitas saskana ar pasreiz€jam PVO un
CAP vadlinijam (Scolyer et al., 2018). Tika vertéti tadi raksturlielumi ka audzgja tips,
Culojums, peritumorala limfocitara infiltracija, Klarka invazijas limenis, Breslova biezums,
limfovaskulara invazija, neirotropisms, regresija un mitotiska aktivitate. Turklat tika registrétas
izgrieSanas linijas un attalums no audz&ja. Pamatojoties uz histopatologisko novertgjumu, tika

noteikta pTNM stadija.
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BRAF un NRAS mutacijas statusu novértéja, izmantojot digitalo pilienu PCR (ddPCR),
izmantojot BRAF V600 (#12001037 un #1863100, NRAS Q61 (#12001006) un NRAS G12/G13
(#12001627) skrininga testus (visi Bio-Rad, ASV) saskana ar razotaja instrukcijam. TERT
mutacijas statusu novértéja, izmantojot nakamas paaudzes sekvencéSanu (NGS). Tika

izmantots Qiagen pac-cancer-multimodal panela génu komplekts (kat. Nr. / ID: 334942).

Ar darbu saistiti zinatniskie projekti
Petijums tika atbalstits projekta “Doktorantiiras kapacitates stiprinasana Latvijas

Universitate jauna doktorantiiras modela ietvaros”, identifikacijas Nr. 8.2.2.0/20/1/006.

Publikacijas par promocijas darba tému
Zinatnisko rakstu krajuma ieklautie zindatniskie raksti

1. Zablocka, T., Kreismane, M, Pjanova, D., Isajevs, S. (2022). Effects of BRAF V600E and
NRAS mutational status on the progression-free survival and clinicopathological characteristics
of patients with melanoma. Oncol Lett.; 25(1):27..

2. Zablocka, T., Nikolajeva, A,, Kreismane, M., Pjanova, D., Isajevs, S. (2021). Addressing the
importance of melanoma tumor-infiltrating lymphocytes in disease progression and
clinicopathological characteristics. Mol Clin Oncol.;15(6):255.

3. Zablocka, T., Isajevs, S. (2023). The value of histopathological characteristics, BRAF and
NRAS mutation for the diagnosis, risk stratification and prognosis of malignant invasive
melanoma. InTech Open, 45-57.

4. Zablocka, T., Pjanova, D., Isajevs, S. (2023). The value of BRAF, NRAS and TERT co-
mutations on histopathological characteristics and progression free survival in early stage
cutaneous melanoma. Virchows Archiv. (iesniegts 29. oktobrT, 2023).

Prezentacijas zinatniskas konferencés ar publicétiem kopsavilkumiem
7 zinojumi starptautiskas zinatniskas konferences:

1. The value of peritumoral lymphocyte infiltration in progression free survival in BRAF
and NRAS mutant stage | and 11 melanoma: a retrospective cohort study / T. Zablocka,
V. Kregere, S. Savcenko, L. Sulca, M. Kreismane, D. Pjanova, S. Isajevs // Virchows
Archiv Vol. 481, S1: 34th European Congress of Pathology: Abstracts (2022), Abstract
Number PS-12-004, p.S130.

2. Comparative Study of NRAS and BRAF Mutation Status with Clinical and Histopathological
Characteristics of Melanoma. Zablocka Tatjana, Kreismane Madara, Pjanova Dace, Isajevs
Sergejs. Medicina, 2022, VVol.58, Suppl.1., 59.

3. BRAF V600 E mutational status correlated with increased numbers of tumour - infiltrating
lymphocytes in patients with melanoma / Anna Nikolajeva, Dace Pjanova, Sergejs Isajevs,
Tatjana Zablocka // Medicina (Kaunas) Nr.56, Suppl.1: Abstracts of the 78th International
Scientific Conference of the University of Latvia Riga, Latvia (2020), p.161.

4. Clinicopathological significance of tumor-infiltrating lymphocytes in cutaneous melanoma /
Anna Nikolajeva, Dace Pjanova, Sergejs Isajevs, Tatjana Zablocka (Operative Dermatologie)
// Journal der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft Vol. 18, Supplement 1: Abstractband
der Dermatologiec Kompakt & Praxisnah, 07.-08. Februar 2020, Dresden (2020), p. A35,
Meeting Abstract: PO74.
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5. Zablocka T, Ozola A, Mohamed O, Savcenko S, Isajevs S, Pjanova D. The correlation of
BRAF V600 Mutational Status with tumour infiltrating lymphocytes in melanoma. Modern
Pathology, 2020, S345.

6. The correlation of BRAF V600 Mutational Status with histopathological characteristics in
melanoma / Tatjana Zablocka, Aija Ozola, Mohamed Omar, Selga Savcenko, Sergejs Isajevs,
Dace Pjanova// 59th IAP Thailand Annual Meeting, November 6-9, 2019, Bangkok: Abstracts
Bangkok, 2019 P.45.

7. BRAF V600 mutational status in melanoma Correlates with tumour histopathological
characteristics / Oksana Isankova, Renate Novicka, Aija Ozola, Omar Mohamed, Selga
Savcenko, Mikelis Piikis, Tatjana Zablocka, Sergejs Isajevs, Dace Pjanova// Medicina (Kaunas)
Vol. 55, Suppl.1: International Scientific Conference on Medicine, 77th International Scientific
Conference of the University of Latvia, Riga, February 22, 2019: Abstracts (2019), p.86.
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1. TEORETISKAIS PAMATOJUMS

Laundabigas melanomas saslimstiba visa pasaulé pieaug, un paslaik ta ir nozimiga
sabiedribas veselibas probléma (Hessler et al., 2020; Forsea et al., 2020). Vairak neka 97 %
visu melanomu diagnostic€ zinamaja primaraja vieta, visbiezak ada (3). Turklat melanoma var
rasties ari aci vai iek$€jo organu glotada (Shellenberger et al., 2016). Reti melanoma tiek
diagnosticéta bez acimredzamas primaras vietas, un to sauc par nezinamas primaras vietas
melanomu ((MUP) melanoma of unknown primary) [Shellenberger et al., 2016].

Galvena MUP hipotgze ir saistita ar spontanu melanomas regresiju no zinamas primaras
vietas (Shellenberger et al., 2016). Metastatiska melanoma var attistities sinhroni ar subklinisku
vai citadi neatpazitu adas, acu vai glotadas melanomu.

Ultravioletais starojums ir nozimigs riska faktors melanomas patogenézg, kas tiesi boja
DNS (Hessler et al., 2020; Forsea et al., 2020; Shellenberger et al., 2016).

Melanomas patogenézé ir iesaistitas vairakas somatiskas un epigenétiskas izmainas.
Turklat melanomas patogenézé nozimiga loma ir ari imunreakcijai un imunologiskas
tolerances traucéjumiem (Shellenberger et al., 2016; Mandala et al., 2014).

Laundabigo audzgju skrinings, agrina diferencialdiagnostika, personalizgta arst€Sanas
izv€le un arsteéSanas ietekmes novert€Sana Iidz §im ir bijis svarigs jautajums gan medicinas,
gan socialaja joma. Meklgjot instrumentus un/vai diagnostikas rikus, kas sp€j atklat vézi agrina
stadija, ir apsverta izelpota gaisa, asins biomarkieru, urina testéSanas, ka ar1 att€lveidoSanas
metoZu izmantoSana. Tomer ir maz pieradijumu par laundabigas melanomas agrinu atklasanu
un riska stratifikaciju (Mandala et al., 2014; Romaine et al., 2016)). Histopatologiskajai
diagnozei un biomarkieru kvalitativai un kvantitativai noveértéSanai ir ievérojama
starpnovérotaju mainiba, kas ierobezo to lietderibu individualiem pacientiem. Turklat
specializétiem dermatopatologiem ir lielaka atbilstiba; tomér S$adas zinasanas nav plasi
piecejamas. Tapéc ir svarigi standartizét novertéjumu (Shellenberger et al., 2016).

Dzila macisanas — automatiz&ta pieeja, kas izmanto mark&tus att€lus un pamatojas uz
maksligu intelektu, lai apmacitu tiklu bez citiem pienémumiem, — ir izradijusies noderiga
daudzas Iidzigas digitalas patologijas jomas.

Pedgjos gados ir panakts ieve€rojams progress proteomikas, metabolomikas un
genomikas joma, tomér histopatologiska izmekl&$ana joprojam ir melanomas diagnozes un
prognozes zelta standarts (Shellenberger et al., 2016; Mandala et al., 2014; Romaine et al.,
2016; Bastian et al., 2014; Clark et al., 1989; Scolyer et al., 2018).
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Pasreiz€ja Pasaules Veselibas organizacijas (PVO) adas audz&u klasifikacija
melanoma iedalita, pamatojoties uz solaro elastozi, ko novérté péc adas elastigajam skiedram,
lai noteiktu kumulativo saules kait€§jumu (Scolyer et al., 2018). Pamatojoties uz So PVO
klasifikaciju, melanomu no jauna iedalija tris klas€s: melanomas, kas saistitas ar kumulativo
saules kaitéjumu (KSK), melanomas, kas nav saistitas ar KSK, un nodularo melanomu (Scolyer
et al., 2018). Ar KSK saistitas melanomas celi ir virspus€ja augsana, lentigo maligna un
desmoplastiskas melanomas. Virspusg€ji augosa melanoma ir visbiezak sastopamais apakstips,
un tai raksturiga agrina radiala augSana, kam seko vertikala augSana un vélaka invazija derma
(Shellenberger et al., 2016; Bastian et al., 2014). Melanomas, kas nav saistitas ar KSK, iedala
Spicoidalas, akralas, glotadas un uvealas melanomas, ka ari melanomas, kas rodas iedzimtos
un zilos nevos. Visbeidzot, nodularajai melanomai ir raksturiga agrina pareja uz vertikalu
augSanu (Shellenberger et al., 2016).

Melanomas attistiba ir cieSi saistita ar somatiskam un epigenétiskam izmainam.
Melanomas patogenéz€ un evoliicija ir aprakstitas dazadas mutacijas. Jaunakaja genomu
klasifikacija melanoma iedalita Cetros apakstipos, pamatojoties uz visbiezak sastopamo
nozimigi mutto génu struktiiru: mutetais BRAF, RAS, NF1 un triskarsais-WT (savvalas tips)
[Shellenberger et al., 2016; Romaine et al., 2016].

BRAF, CDKNZ2A un NRAS mutacijas ir vissvarigakas un kliniski nozimigakas. Lai gan
peédejas desmitgades laika, ievieSot jaunu personaliz€tu melanomas arstéSanu, kas balstita uz
BRAF inhibitoriem un iminterapiju, ir samazinajies mirstibas raditajs, progres€josSu un
metastatisku melanomu joprojam ir grti arstét (Scolyer et al., 2018; Azimi et al., 2012; Fortes
etal., 2015).

Turklat melanomas progresésana liela nozime ir imunologiskas tolerances
mehanismiem (Taylor et al., 2007; Raaijmakers et al., 2016).

Gimenes melanomu vidil biezi tiek konstatétas ciklinneatkariga kinazes inhibitora 2A
géna (CDKN2A) dzimtas mutacijas, un to izplatiba gimenés, kuras tris vai vairak locekliem
diagnosticéta melanoma, svarstas no 20 % lidz 50 % (Park et al., 2017). CDKN2A genétiskas
mutacijas ir saistitas ari ar genétisku atipisku multiplo dzimumzimju melanomu (FAMMM)
sindromu — autosomali domingjosu stavokli, ko raksturo melanoma gimen€ un liels skaits
atipisku dzimumzimju (Mandala et al., 2014). Atklajums, ka 1. programmétas $tinu naves
proteina 1 ligandu (PDL1) un PDL2 ekspresé melanomas Siinas, T $iinas, B Stinas un dabiskas
navejosas Siinas, noveda pie ta, ka nesen tika izstradatas 1. programmétas §tinu naves proteina

(PD1) specifiskas antivielas (piem&ram, nivolumabs un pembrolizumabs). Melanomas
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arst€Sana labveligu ietekmi uzradija dazadi merketi [idzekli, tostarp PD-L1, CTLA4 mérkéSana
(Havel et al., 2019; Ribas et al., 2015).

Turklat tika pieradits, ka pacientiem ar lokali progres€jusu un metastatisku melanomu
ir vértiga imunoterapija ar onkolitisko ECHO-7 virusu Rigvir (Sorokins et al., 2020).

Ir pieradits, ka tadi kliniski patologiskie raditaji ka audz€ja izmérs, audzgja tips, audz&ja
invazivitate (Breslova biezums, Klarka invazijas Ilimenis, limfovaskulara invazija,
neirotropisms), culojums, audzgja mitotiska aktivitate ir nozimigi prognostiskie faktori
melanomas attistibai un progresésanai (Clark et al., 1989; Scolyer et al., 2018; Dougan et al.,
2018; Platz et al., 2008; Yaman et al., 2015; Bezic et al., 2019; Spathis et al., 2019; Kim et al.,
2015; Estrozi et al., 2014; Aksenenko et al., 2015; Leslie et al., 2015; Klein et al., 2021,
Ardekani et al., 2013; Nagore et al., 2014)). Turklat ir pieradits, ka peritumorala limfocitara
infiltracija var stratificét melanomu zema un augsta progreséSanas riska grupas (Burton et al.,
2011; Mandala et al., 2009; Thomas et al., 2013; Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016, Tas
etal., 2021; Lin et al., 2016; Weiss et al., 2016; Platz et al., 2008).

Melanomas histopatologiskaja noveértésana aizvien biezak tiek izmantoti diagnostikas
un arsté$anas molekularie markieri (Mandala et al., 2014). Sie markieri ne tikai palidz
diagnosticét melanomu, bet arT atSkirt dazus apakstipus, kurus citadi varétu biit griiti noteikt
(Cancer Genome Atlas Network, 2015; Ny et al., 2020; Rose et al., 2006; Michielin et al.,
2019; Cancer Genome Atlas Network, 2020; Eigentler et al., 2016; Tas et al., 2019; Barnhill
et al., 1996). BRAF mutacijas melanomai galvenokart raksturiga virspusgji augosa melanoma,
jaunaks pacientu vecums, ada bez KSK, savukart NRAS mutacijas melanomai raksturigs
nodulars apakstips un KSK ada (Raaijmakers et al., 2016).

Parasti NRAS mutacijas rodas neatkarigi no BRAF mutacijam, tacu ir zinots par dubulto
izpausmi (Raaijmakers et al., 2016). NRAS un adas saistiba ar KSK liecina, ka $adu mutagenézi
izraisa UV starojums. Pozitiva NRAS ekspresija bija saistita arT ar zemaku audz&ju infiltr&joso
limfocitu Itmeni un vélinaku audz€ja stadiju Raaijmakers et al., 2016 (). Tomér NRAS

mutacijas noteikSanas prognostiska vertiba nav skaidra.

1.1. Melanomas histopatologiskais novértéjums

Miisdienas melanomas histopatologiska izmekl€Sana ir balstita uz pasreiz€jo PVO
klasifikaciju un CAP vadlinijam (Scolyer et al., 2018). Pastavigi tick veértéti tadi kriteriji ka
audzgja tips, ¢ulojums, peritumorala limfocitara infiltracija (TIL), Klarka invazijas Iimenis,

Breslova biezums, limfovaskulara invazija, neirotropisms, regresija, mitotiska aktivitate.
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Turklat tiek registrétas izgrieSanas linijas un attalums no audz&ja. Pamatojoties uz
histopatologisko noveértéjumu, novérte pTNM stadiju (Scolyer et al., 2018).

Ta ka Breslova biezumam ir ipasa nozime TNM stadija, digitalo priekSmetstiklinu
analize var€tu sniegt labakus pieradijumus invaziju noteikSanai, jo Tpasi robezgadijumos.
Melanomas amelanotiskais izskats apgriitina diagnostiku. Imunohistokimiska krasoSana, kas ir
pozitiva attieciba uz S100, SOX-10, HMB-45, Melan-A, Mart-1 un tirozinazi, atbalsta
melanomas diagnozi (Shellenberger et al., 2016).

Dazas melanomas, Tpasi regres€jusas un metastatiskas, var zaudét HMB-45, Melan A
un tirozinazes ekspresiju, un $ada gadijuma melanomas imiinhistokimiskais novértgjums ir
vienkarss. Sados gadijumos parasti ir raksturiga tikai S-100 un vimentina ekspresija.

Nesen tika atklats, ka p16 ekspresija melanoma ir ievérojami samazinata salidzinajuma
ar dzimumzimi (Dougan et al., 2018). Turklat preferenciali izteikts antigéns melanoma
(PRAME) preferentially expressed antigen in melanoma) ir pieradits ka imunhistokimisks

markieris, kas palidz diagnosticét laundabigu melanomu (Yang et al., 2020).

1.2.  Audzgja infiltréjoSie limfociti melanomas progresésanas riska stratifikacijai

Audzgju infiltréjosos limfocitus (TIL) uzskata par saimnieka imiinas atbildes reakcijas
uz audz&ju izpausmi (Dougan et al., 2018; Havel et al., 2019; Ribas et al., 2015).

Audzgjiem piemit dazadi ar Stinu membranu saistiti antigéni, kurus imiinsistéma
atpazist ka ne savu, un tas stimul€ citotoksisku imiino reakciju, ko raksturo CD4, CD8, antigénu
parstavosas $iinas un citu iekaisuma $tinu infiltracija. Sis infiltr&jo§as $iinas tiek atpazitas ka
atbildes reakcija ar imiinas uzraudzibas mehanismiem, kas paredzeti, lai kavétu audzgja
augSanu un izplatiSanos. PretvéZza imunitaté ir plasi aprakstiti peritumorala limfocitara
infiltracija (TIL), galvenokart CD4 un CD8 T Stnas. T-regulgjosie limfociti nomac
iminsistémas atbildes reakciju un parasti eksprese FOXP3, CD4 un CD25 (Dougan et al.,
2018; Havel et al., 2019; Ribas et al., 2015).

Ieprieks ir pieradits, ka TIL pakape ir neatkarigs dzivildzes un sargmezglu (SLN)
statusa raditajs melanomas pacientiem. Pacientiem ar izteiktu TIL infiltratu ir labaka prognoze
(Fortes et al., 2015; Park et al., 2017; Maibach et al., 2020). Turklat augstaks TIL limenis
primaras invazivas melanomas paraugos ir saistits ar zemaku laundabiga audz€ja izraisitas
naves risku (Leslie et al., 2015; Klein et al., 2021).

Tomeér literatira nav atrisinatas diskusijas par to, vai TIL pakape ir pietieckami stabils
prognostisks raditajs, lai to ieklautu stadijas noteik$ana péc AJCC klasifikacijas (Scolyer et

al.,2018). Imunsisteémas raditaji, jo Ipasi TIL pakape, nav standarta melanomas patologijas
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zinojumu sastavdalas, jo tie vél nav apstiprinati un novértéti ka butiski ietekmgjosi kopgjo
dzivildzes ilgumu vai klinisko parvaldibu (Shellenberger et al., 2016)). Turklat TIL saistiba ar
labaku melanomas prognozi joprojam ir pretruniga (Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016;
Tas et al., 2021; Lin et al., 2016).

Nesenie pétijumi liecina, ka palielinats TIL infiltrats ir saistits ar labvéligakiem
dzivildzes rezultatiem (Weiss et al., 2016).

Misu ieprieksgjos petijumos tika konstatets, ka melanomas pacientiem ar augstu TIL
pakapi ir ievérojami labaks bezrecidiva periods neka pacientiem ar zemu TIL pakapi [48].
Balstoties uz misu pétijuma rezultatiem, TIL veért§jumu iesakam ieklaut $ada verte€Sanas
sisttma no 0 lidz 3. Ta tika definéta Sadi: 0 = limfocitu neesamiba audos, 1 = limfocitu
klatbiitne, kas aiznem < 25 % audu, 2 = limfocTttu klatbuitne, kas aiznem no 25 lidz 50 % audu,
un 3 = limfocttu klatbiitne, kas aiznem > 50 % audu. Zema TIL infiltracija tika definéta ka 0
un 1. Augsta TIL infiltracija tika definéta ka 2 un 3 punkti [Zablocka et al., 2021].

1.3. BRAF gena mutacijas novertéjums melanomas progresé$anas riska
stratifikacijai

B-RAF ir viena no signalizacijas kinazeém, kas darbojas pa MAPK celu. BRAF mutacijas
ir visbiezak sastopamas genétiskas izmainas adas melanomas gadijuma, un tas sastopamas
40-60 % gadijumu (Forsea et al., 2020; Elder et al., 2020; Fong et al., 2008; Hodi et al., 2010;
Topalian et al., 2014; Dummer et al., 2018; Melis et al., 2017; Pracht et al., 2015; Davies et
al., 2002; Long et al., 2011; Menzies et al., 2012; Colebatch et al., 2019; Chiappetta et al.,
2015; Thomas et al., 2015; Lee et al., 2011; Tas et al., 2019; Jakob et al., 2012). Mutacijas $aja
onkogena izraisa konstitutivu MAPK cela aktivaciju. Visbiezak sastopama BRAF mutacija ir
V600E, kas veido 80 % géna izmainu (Ny et al., 2020; Rose et al., 2006; Miechielin et al.,
2019). Citas zinamas BRAF mutacijas ir V600K un V600R mutacijas (Ny et al., 2020; Rose et
al., 2006; Miechielin et al., 2019).

Pétijumi liecina, ka V60OE ir saistita ar virspus€jas izplatiSanas apakstipu, jaunaku
pacientu vecumu un adas vietam bez hroniskiem saules iedarbibas izraisitiem bojajumiem,
piem&ram, ekstremitateém, savukart V60OK mutacijas ir saistitas ar adas vietam ar KSK,
pieméram, galvu un kaklu, un gados vecakiem pacientiem (Ny et al., 2020; Rose et al., 2006;
Miechielin et al., 2019; Jakob et al., 2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et al., 2011; Heppt et al.,
2017). Turprett V600K mutacijas ir saistitas ar adas vietam ar KSK, pieméram, galvu un kaklu,

un gados vecakiem pacientiem (Menzies et al., 2012).
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Nesen labdabigu melanocitisku dzimumdziedzeru visa genoma sekvencéSana paradija,
ka papildus NRAS mutacijam ir ari BRAF mutacijas, kuru mutacijas slodze pozitivi korelé ar
UV starojuma iedarbibu, savukart iedzimtiem nevi tika noverota mazaka mutacijas slodze
(Colebatch et al., 2019).

Misu iepriek$€jos pétijumos tika atklata saistiba starp BRAF V600 mutacijas statusu un
pacientu jaunaku vecumu, Klarka invazijas limeni, Breslova biezumu, limfovaskularo invaziju,
sievieSu dzimumu un TIL (Ny et al., 2020; Rose et al., 2006; Chiappetta et al., 2015; Thomas
etal., 2015; Lee et al., 2011; Tas et al., 2019; Jakob et al., 2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et
al., 2011; Heppt et al., 2017).

1.4. NRAS gena mutacijas novertéjums melanomas progreséSanas riska
stratifikacijai

NRAS mutacijas nozime melanomas progreséSana ir pretruniga. Dazos pétijumos tika
konstatéta saistiba starp NRAS mutaciju un melanomas prognozi, savukart citos p&tijumos
NRAS mutacijas nozime melanomas prognozes novértésana netika konstatéta (Jakob et al.,
2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et al., 2011; Heppt et al., 2017; Ellerhorst et al., 2011; Schlaak
et al., 2013; Bucheit et al., 2013).

RAS proteini ir mazas intracelularas GTP, un normalos cilvéka melanocitos pastav gan
ar GTP saistitas aktivas, gan ar GDP saistitas neaktivas formas. Receptoru tirozinkinazes
(RTK) signali izraisa pareju uz NRAS aktivu stavokli, ko nodroSina gvaninnukleotidu apmainas
faktoru piesaistiSana. NRAS mutantam melanomam biezi ir trauc€ta $iinu cikla regulacija, ko
raksturo ciklina D1 paaugstinata regulacija un audz€ja supresora pl6INK4A zudums (Forsea
et al., 2020).

NRAS géns visbiezak muté 2. eksona (12. un 13. kodons) un 3. eksona (61. kodons)
karstajos punktos [Jakob et al., 2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et al., 2011; Heppt et al., 2017,
Ellerhorst et al., 2011; Schlaak et al., 2013; Bucheit et al., 2013]. NRAS mutacijas ieprieks tika
saistitas ar primara audz&ja nodularo apakstipu un lokalizaciju saules bojata ada [Jakob et al.,
2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et al., 2011).].

Dazi pétijumi liecina, ka NRAS mutacija ir saistita ar labveligu prognozi (Ellerhorst et
al., 2011). Turpreti citos pétijumos pieradits, ka NRAS géna mutacija ir saistita ar sliktaku
prognozi (Jakob et al., 2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et al., 2011). Savukart dazos p&tijumos
netika konstatgta bitiska saistiba starp NRAS mutaciju un melanomas prognozi (Heppt et al.,
2017; Ellerhorst et al., 2011). NRAS mutacijas noveérteésana ir lietderiga, jo tick apsvérta

melanomas ar NRAS mutaciju mérktieciga arstésana (Grimaldi et al., 2017).
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1.5. TERT geéna mutacijas novértéjums melanomas progresésanas riska
stratifikacijai

Nesen Nagore et al. sniedza provizoriskus pieradijumus, ka I/II stadijas melanomas
pacientiem TERT promotera statusu kombinacija ar BRAF/NRAS mutacijam var izmantot, lai
identific€tu pacientus ar agresivas slimibas risku un turpmakas prognozes precizéSanas iesp&ju,
novertgjot rs2853669 polimorfismu TERT promotera ietvaros (Nagore et al., 2014).

Nesen mérktieciga molekulara terapija ir revolucionizg€jusi solido audzg€ju arsteéSanu,
tapec ir nepiecieSama kliniska Itment veikta, kvalitates zina kontroléta audz&ju molekulara
profiléSana. Papildus arstéSanas vadlinijam molekularas testéSanas dati sniedz ar1 ieskatu par
slimibas patogenézi un rezistenci pret arstéSanu. Pieméram, sarkomu un leikémiju/limfomu
gadijuma molekulara test€Sana jau sen ir nepiecieSama visprecizakas diagnozes noteikSanai
(Forsea et al., 2020; Elder et al., 2020; Fong et al., 2008; Hodi et al., 2010; Topalian et al.,
2014; Dummer et al., 2018; Melis et al., 2017; Pracht et al., 2015). Uz NGS balstitu molekularo
profiléSanu tagad izmanto, lai vienlaicigi iegtitu diagnostisku un prognozgjosu informaciju, kas
palidz vadit klinisko apripi. Genomikas dati melanomas gadijuma lielakoties iegtiti no Véza
genoma atlasa ((TCGA) The Cancer Genome Atlas). Sie dati lielakoties attiecas tikai uz lieliem
un metastatiskiem audzgjiem, tapec primaras adas melanomas ir nepietickami parstavétas
TCGA, jo melanomas primaro audz&ju izméri ir salidzino$i mazi. Ta ka TCGA netika
sekvencetas labdabigas melanocitu proliferacijas, mazak zinams par genomu izmainu spektru,
kas var biit sastopams $ados bojajumos (Ribas et al., 2015; Cancer Genome Atlas Network,
2015).

TERT promotera mutacijas esamiba ir saistita ar Tsaku bezrecidiva periodu melanomas
gadijuma (Scolyer et al., 2018; Maibach et al., 2020).). So efektu modificgja TERT promotera
ietvaros izplatits polimorfisms rs2853669, kas izjauc jau eso$o nekanonisko ETS2 vietu TERT
promotera proksimalaja apgabala, kas atrodas tiesi blakus E-box (Nagore et al., 2014). Turklat
tika zinots, ka TERT promotera mutacijas Spicoidalos melanocitiskos jaunveidojumos
prognozg agresivu klinisko uzvedibu (Dougan et al., 2018).). Miisu rezultati liecina, ka TERT
promotera karsta punkta mutacijas statuss var bt noderigs paligparametrs melanomas
diagnostika.

Ir labi zinams, ka TERT mutacijas pastiprina TERT géna ekspresiju, radot de novo
saistiSanas vietas dazadiem transkripcijas faktoriem, kas iesaistiti audz€u izraisoSos
mehanismos, bet ta prognostiska nozime ir diskut&jama (Scolyer et al., 2018). Vairaki autori ir
zinojusi par TERT promotera mutaciju prognostisko nozimi primarajas melanomas (Eigentler

et al., 2016; Tas et al., 2019; Bucheit et al., 2013; Jakob et al., 2012; Grimaldi et al., 2017;
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Horn et al., 2013), savukart citos pétijumos TERT promotera mutaciju ietekme uz primaro un

metastatisko melanomu nav konstatéta (Barnhill et al., 1996; Tuthill et al., 2002).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Pétjjuma struktiara

P&tijuma retrospektivi tika ieklauti simt piecdesmit pacienti, kuriem 2012.-2018. gada
Rigas Austrumu kliniskaja universitates slimnica, Latvijas Onkologijas centra tika veikta
melanomas IA-TIC stadijas kirurgiska arstéSana. Saja pétijuma tika ieklauti tikai pacienti ar
primaru adas nodularu un virspusgji augosu laundabigu invazivu melanomu. P&tijuma struktira

atspogulota 1. tabula.

2.2. KEtika

P&tijuma protokolu apstiprinaja Latvijas Centrala medicinas &tikas komiteja (Nr. 01-
29.1/2016-1-1 no 2016. gada janvara) un Latvijas Universitates Kardiologijas un regenerativas
medicTnas institiita Etikas komiteja (no 2019. gada septembra; Nr. 12/2019). P&tfjums veikts
saskana ar Helsinku deklaraciju un Ovjedo konvenciju. Visi pacienti parakstija inform&tu

piekriSanu piedalities petijuma.

2.3.  IzslégSanas kriteriji
No pétijuma tika izslegti pacienti ar lentigo maligna, akralam lentiginam melanomam,
ar adu nesaistitu melanomu un metastatisku melanomu, ka art pacienti, kuriem bija III un IV

stadijas melanoma vai kuriem bija veikta neoadjuvanta arstéSana.
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1. tabula. Pétijuma dizains

Pacientu ar adas melanomu [IA—IIC stadija ieklauSana pétijuma (n=150)

i

Informéta piekriSana
IeklauSanas/izslegSanas kritériju novertésana

i

Kliniska noveértésana (n=150)

i

Histopatologiska izmeklé$ana (n=150)

i

PCR parbaude (n=132)

i

NGS analize (n=118)

i

Datu statistiska analize, datu korelativa analize
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2.4. Kliniskais raksturojums

Tika analiz€ti tadi melanomas pacientu kliniskie raditaji ka vecums, dzimums, audzgja
atrasanas vieta, izmérs. Dazadi kliniskie faktori — vecums, dzimums, novérosanas ilgums p&c
operacijas, recidivs vai metastazes — tika iegtti no mediciniskas dokumentacijas. Dzivildzes
laiks bez progresésanas tika definéts ka lokalas, regionalas vai sistémiskas metastazes vai nave
no audzgja kirurgiskas izgrieSanas datuma, kas aprékinats no kirurgiskas rezekcijas datuma lidz
pirmajai lokalai vai sist€miskai metastazei, vai nave bez jebkada veida recidiva. Pacienti tika
noveroti lidz 2022. gada 1. martam. Nové&roSanas laika slimibas progresésanu defingja, ja tika
novérota vismaz viena no $adam pazimém — lokals recidivs, regionalo limfmezglu metastazes,

attalinatas metastazes.

Histopatologiskas ipasibas

Melanomas histopatologiskas ipasibas tika parskatitas saskana ar pasreizéjam PVO un
CAP vadlinijam (7). Tika verteti tadi raksturlielumi ka audzgja tips, ¢iilojums, peritumorala
limfocitara infiltracija, Klarka invazijas limenis, Breslova biezums, limfovaskulara invazija,
neirotropisms, regresija un mitotiska aktivitate. Turklat tika registrétas izgrieSanas linijas un
attalums no audzgja. Pamatojoties uz visu paraugu atkartotu histopatologisko noveértgjumu, tika
noteikta pTNM stadija. Visi histopatologiskie slaidi tika atkartoti parskatiti un novertéti
saskana ar pasreiz&jo PVO klasifikaciju (Scolyer et al., 2018).

2.5. Audzgéju infiltréjoso limfocitu novértéSana un vértéSana ar punktiem

Par audzgju infiltréjoSiem limfocitiem tika uzskatiti limfociti, kas ieskauj audzgja masu.
Audzgju infiltrgjosos limfocttus (TIL) verteja no 0 lidz 3 punktiem: 0 = TIL audz&ja audos nav,
1 = TIL infiltrats mazak neka 25 % audu, 2 = TIL infiltrats no 25 1idz 50 % audu un 3 = TIL

infiltrats vairak neka 50 % audu.

2.6. BRAFun NRAS mutaciju noverteSana

BRAF un NRAS mutacijas statuss tika novertets 132 pacientiem. Genomiska DNS tika
izoléta no 10 pum bieziem, formalina fiksétiem, parafina iestradatiem audiem, izmantojot
GeneRead™ DNA FFPE komplektu (Qiagen, Vacija).

Melanomas BRAF un NRAS mutaciju statusu noveértgja, izmantojot digitalo pilienu PCR
(ddPCR), izmantojot BRAF V600 (#12001037 un # 1863100), NRAS Q61 (#12001006) un
NRAS G12/G13 (#12001627) skrininga testus (visi Bio-Rad, ASV) saskana ar razotaja

instrukcijam.
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BRAF V600-V600E (NM_004333.4(BRAF):c.1799T>A (p.Val600Glu)), V600K
(NM_004333.4(BRAF):c.1798-1799GT>AA (p.Val600Lys)) un V600R
(NM_004333.4(BRAF):c.1798-1799GT>AG (p.Val600Arg)). Turklat BRAF V600 pozitivos
paraugus parbaudija uz BRAF V600E mutacijas esamibu, izmantojot BRAF V600E mutacijas
parbaudes  komplektu  (#1863100, Bio-Rad, ASV), kas 1paSi  atpazist
NM_004333.4(BRAF):c.1799T>A (p.Val600Glu) mutaciju.

Attieciba uz NRAS G12/G13 tika novertetas astonas Sadas mutacijas GI12A
(NM_002524.5(NRAS):c.35G>C (p.Glyl2Ala) G12C (NM_002524.5(NRAS):c.34G>C
(p.G>T (p.Glyl2Cys)), G12D (NM_002524.5(NRAS):c.35G>A (p.Glyl2Asp)), G12S
(NM_002524.5(NRAS):c.34G>A (p.Glyl12Ser)), G12V (NM_002524.5(NRAS):c.35G>T
(p.Gly12Vval)), G13D  (NM_002524.5(NRAS):c.38G>A  (p.Gly13Asp)), G13R
(NM_002524.5(NRAS):c.37G>C (p.Gly13Arg)) , G13V (NM_002524.5(NRAS):c.38G>T
(p.Gly13val)).

Attieciba uz NRAS Q61 tika novertétas piecas NRAS mutacijas — QG61K,
(NM_002524.5(NRAS):c.181C>A (p.GIn61Lys), Q61L. (NM_002524.5(NRAS):c.182A>T
(p.GIn61Leu), Q61R, NM_002524.5(NRAS):c.182A>G (p.GIn61Arg), Q61H,
(NM_002524.5(NRAS):c.183A>T (p.GIn61His) un Q61H 183A>C,
NM_002524.5(NRAS):c.183A>C (p.GIn61His).

Dropleti tika generéeti, izmantojot Biorad QX200 pilienu generatoru, un analiz&ti ar
QX200 pilienu lasitaju (Bio-Rad, ASV). Mutantu un savvalas tipa alélu absolito daudzumu
aprekindja, modelgjot Poisona sadalifjumu, izmantojot QuantaSoft™ analizes programmatiiras
1.7. versiju (Bio-Rad, ASV).

Mutaciju nomenklatiira atbilst pasreiz€§jam Cilveka genoma variaciju biedribas
((HGVS) Human Genome Variation Society) vadlinijam (den Dunnen et al., 2016). Noradita
nukleotidu un aminoskabju numeracija attiecas uz transkripcijas sakuma vietu (+1), kas atbilst

ATG A attiecigaja GenBank atsauces seciba.

2.7. NGS testesana

TERT mutacijas statuss tika noveértéts 118 pacientiem. Tika analizéta C228T
(NM_198253.3(TERT):c.-124C>T) punktmutacija (chr5; 1,295,228 (-124) pirms
transkripcijas sakuma kodona)) un C250T aizvietoSana (chr5; 1,295,250 (-146) pirms
transkripcijas sakuma kodona)), NM_198253.3(TERT):c.-146C>T.

No formalina fiks€tajiem parafina iegulditajiem (FFPE) paraugiem tika izoléta

genomiska DNS, lai sagatavotu NGS biblioteku. DNS at$kaidija zemas TE buferSkiduma [10
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mM Tris-HCI (pH 8,0) ar 0,1 mM EDTA] un ar ultraskanu (Covaris E220; Covaris, Cikaga,
IL, ASV) sagrieza lidz aptuveni 200 bp fragmentiem, ko parbaudija, izmantojot Agilent High
Sensitivity DNA Kit 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, ASV). Turpmaka adapteru
galu labosana, A-galu veidosana un saisti$ana tika veikta, izmantojot KAPA HTP bibliotekas
sagatavo$anas komplektu (Roche, Bazele, Sveice) saskana ar razotaja noradijumiem,
izmantojot pasu sagatavotus adapterus. Apstradatie fragmenti tika atlasiti péc izmeéra (250—450
bp fragmenti) un primitiz&ti ar svitrkodiem (identiski lllumina TruSeq HT indeksam i7 un i5),
izmantojot ligacijas mediétu PCR (LM-PCR), izmantojot pasu sagatavotus dubultindeks€Sanas
praimerus, lai atSkirtu atseviSkus paraugus turpmakaja apvienosana. Fragmentu lielumu un
kvalitati p&c dubultas izméru atlases un LM-PCR kontrol&ja, izmantojot Agilent augstas jutibas
DNS komplektu.

Tika izmantots Qiagen pac-cancer-multimodals panela génu komplekts (kat. Nr. / ID:
334942). Komplekta tika analizéti 523 DNS génu mérki, 56 RNS saplasanas mérki, 26
mikrosatelitu nestabilitates (MSI) mérki. Tika veikta 150 paru sekvencesana (300 cikli).

Trisdesmit atseviskus paraugus (33 ng katrd) apvienoja bagatinasanai un 72 h
hibridizgja ar CZMELAC panela zondeém (SeqCap EZ Choice Library; Roche, Bazele, Sveice).
Bagatinatas meérka sekvences tika amplificétas ar pécieguves PCR, lai izveidotu galigo
sekvence$anas biblioteku. Bagatinasanu kontrol&ja, izmantojot qPCR (NimbleGen SeqCap EZ
bibliotekas SR lietotaja rokasgramatu). Bibliot€kas inserta lielums bija aptuveni 150 bp. Galigo
15 uM biblioteéku sekvencgja ar MiSeq, izmantojot MiSeq Reagent Kit v. 3 (150 cikli; Illumina,
San Diego, Kalifornija, ASV) ar mérki panakt 100x vid&jo parklajumu uz paraugu.

Datu analizei un interpretacijai tika izmantota QIAGEN Clinical Insight (QCI) Interpret

programmatura.

2.8. Statistiska analize

Rezultati tika sniegti ka mediana (diapazons). Histopatologiskie un kliniskie raditaji
tika analizéti, izmantojot Hi-kvadrata, Manna-Vitnija U testu un/vai Kruskala-Valisa rangu
testu. Mutacijas statusa saistiba ar kliniskajiem un histopatologiskajiem raksturlielumiem tika
analiz€ta, izmantojot Pearson X2, lai aprékinatu statistisko nozimigumu. Bezrecidiva periods
tika novertéts, izmantojot Kaplana-Meiera metodi ar log-rank testu. Laiks tika definéts ka
slimibas progresé$anas gadijums vai pédg&jais kontroles apmekl&jums (cenzets).

Statistiskie aprékini tika veikti ar SPSS 21.0 versiju (SPSS Inc., Cikaga, Ilinoisa, ASV).

Par statistiski nozimigam tika uzskatitas P vértibas, kas mazakas par 0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Kliniskais raksturojums

Kopuma pétijuma piedalijas 150 pacienti. 12 pacientiem melanoma bija IA stadija,
20 pacientiem — IB stadija, 32 pacientiem — IlIA stadija, 34 pacientiem — IIB stadija un
52 pacientiem — IIC stadija. Pacientu vid&jais vecums bija 67 gadi (diapazons 24-87 gadi).
69 pacienti bija virieSi un 81 pacients bija sieviete. Primara audzgja lokalizacija bija

galva/kakls, ekstremitates un rumpis attiecigi 22,0 %, 38,0,0 % un 40,0 % pacientu (2. tabula).

2. tabula. Pétijjuma ieklauto pacientu kliniski patologiskie raditaji

Raditajs Pacienti, n
Vecuma mediana, gadi, n (diapazons) 67 (24-87)
Dzimums, virietis/sieviete 69/81

Breslova biezuma mediana, mm, n

(diapazons) 2:4(0,1-20)
Klarka Iimena mediana, n (diapazons) 3(1-5)
Ciilojums, ir/nav 71/79

LVI, ir/nav 89/61
Neirotropisms, ir/nav 6/141
Solara elastoze, mediana, n (diapazons) 1(0-3)

Audzgja izméra mediana, cm, n (diapazons) | 1.5 (0,2-20,0)
Mitozu skaita mediana, 10 HPF, n

(diapazons) 2 (1-18)
TIL mediana, rezultats (diapazons) 2 (0-3)
IA stadija 12

IB stadija 20

I1A stadija 32

I1B stadija 34

I1C stadija 52

TIL — peritumorala limfocitara infiltracija
LVI - limfovaskulara invazija
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3.2. Histopatologiskas ipasibas

Tika konstateti 89 nodularas melanomas gadijumi un 61 gadijums ar virspusgji augosu
melanomu. Nodularajai melanomai salidzinajuma ar virspusgji augo$o melanomu bija augstaks
Klarka invazijas limenis (P = 0,04), liclaks Breslova biezums (P = 0,04), biezak sastopams
¢ulojums (P = 0,01), lielaks mitozu skaits (P < 0,0001) un lielaks audzgja izmérs (P = 0,002).
Nodulara melanoma biezak tika konstatéta virieSiem neka sievietem (P = 0,0083).
Limfovaskulara invazija, neirotropisms un Solara elastoze starp grupam biitiski neatskiras.
Tomeér, analiz&jot visus pacientus kopa, tika novérota saistiba starp solaro elastozi un Klarka
limeni (R? = 0,08; P = 0,02) (3. tabula).

3. tabula. Pacientu kliniski patologiskie raditaji

Nodulara Virspusgji augosa
Raditajs” melanoma melanoma P vértiba
(n=89) (n=61)

Vecuma mediana
(diapazons), gadi 67 (27-87) 64 (24-83) 0,23
Dzimums, virie$i/ sievietes 33/56 17/44 0,0083"
Br'eslova biezuma mediana 3.0 (0,1-20,0) 1.3 (0,1-14.9) 0,04
(diapazons), mm
Klarka ltmena mediana o
(diapazons) 3.0 (2-5) 3(1-5) 0,04
Ciilojums, ir/nav 56/33 15/46 0,002
LVI, ir/nav 71/18 39/22 0,64
Neirotropisms, ir/nav 9/80 7/54 0,72
Solaras elastozes mediana,
diapazons 1.6 (0-3) 1.2 (0-3) 0,32
Audz&ja izmera mediana 1.7 (0,4-6.6) 1.2 (0,2-6.1) 0,002
(diapazons), cm
Mitozu skaita mediana, -
(diapazons), 10 HPF 4.0 (1-7) 2.0 (1-4) <0,0001

*Pacientu skaits katra grupa ir noradits 1. tabula. LVI — limfovaskulara invazija; HPF— augsta palielindjuma
redzes lauks (x 400), TIL — peritumorala limfocitara infiltracija; P < 0,05 ir noradits treknraksta.
“Hi-kvadrata tests.

“Manna-Vitnija U tests.

3.3. TIL pacientiem ar nodularu un virspuséji augoSu melanomu

Peritumorala limfocitara infiltracija (TIL) tika identificéti 132 pacientiem (88,0 %).
Reprezentativa melanomas TIL mikrofotografija ir sniegta 1. att€la. Pacientiem ar nodularu
melanomu parsvara bija zemas pakapes TIL infiltracija (1 punkts) salidzinajuma ar pacientiem
ar virspusgji augosu melanomu (P = 0,004). Nozimiga korelacija starp TIL vért€jumu (gan
zems, gan augsts) un sievieSu dzimumu (R2 = 0,06; P = 0,0248) un audzgja lielumu (R2 = 0,02;
P = 0,0047) tika novérota nodularai melanomai un starp TIL un mitozu skaitu (R2 = 0,02;

P = 0,018) virspusgjas izplatiSanas melanomai (4. tabula).
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4. tabula. TIL saistibas ar kliniski patologiskiem raditajiem analize

Virspusé€ji augosa

Raditajs* melanoma Nodulara melanoma

Vecums, gadi P=0,1 P=0,8

Sievie$u dzimums P=0,2 R?=0,06; P=0,0248
Breslova biezums P=0,2 P=0,1

Klarka Iimenis P=0,3 P=05

Cilojums P =0,09 P =0,09

LVI P=0,1 P=0,2

Solara elastoze P=0,2 P=05

Audzgja izméra mediana P=04 R? = 0,02; P=0,0047

Mitozu skaita mediana

R?=0,02; P=0,018

P=05

* Pacientu skaits katra grupa ir noradits 1. tabula. TIL — peritumorala limfocitara infiltracija; LVI —

limfovaskulara invazija; Pirsona Hi-kvadrata tests; P < 0,05 ir noradits treknraksta.

1. attels. Reprezentativa mikrofotografija, kura redzama peritumorala limfocitara infiltracija
(TIL) laundabiga melanoma

(A) nav TIL infiltracijas, 0 punktu; (B) viegla TIL infiltracija, 1 punkts; (C) mérena TIL infiltracija,

2 punkti; (D) izteikta TIL infiltracija, 3 punkti. Hematoksilina-eozina kraso$anas metode,
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Turklat, salidzinot pacientu bezrecidiva periodu atkariba no TIL esamibas (gan zemas,
gan augstas pakapes), pacientiem ar augstu TIL bija ievérojami labaka prognoze salidzinajuma

ar pacientiem ar zemu TIL pakapi (2. attels).

HR = 4.9, 95%Cl=2.3-11.2, P<0.0001
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2. attels. Bezrecidiva periods pacientiem ar nelielu un izteiktu TIL infiltraciju

Kaplana-Meiera diagramma analizéta, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu. P < 0,0001.
TIL — peritumorala limfocitara infiltracija.

3.4. BRAFmutacijas statuss un korelacija ar kliniski patologiskiem raditajiem

BRAF mutaciju parbaude tika veikta 132 pacientiem. 70 pacientiem tika konstatgtas
BRAF mutacijas (53,3 %). No tiem 67 pacientiem bija BRAF V600E mutacija
(NM_004333.6(BRAF):c.1799 _1800delinsAA (p.Val600Glu)) un 4 pacientiem bija BRAF
V600K (NM_004333.6(BRAF):c.1798_1799delinsAA (p.Val600Lys)) vai V600R mutacija
(NM_004333.6(BRAF):c.1798 _1799delinsAG (p.Val600Arg)).

Tika novérota saistiba starp BRAF V600 mutacijas statusu un Breslova biezumu
(P =0,020; %2 = 0,07), pacienta dzimumu (P = 0,009; ¥2 = 0,09), Klarka Iimeni (P = 0,005;
¥2 = 0,11) un peritumoralo limfocitu infiltraciju TIL (P = 0,045; x2 = 0,06). Tomér saistiba
starp slimibas stadiju, pacienta vecumu, Solaro elastozi, ¢alojumu, vidéjo audz&ja izméru un

BRAF mutacijas statusu netika pieradita (5. tabula).
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5. tabula. BRAF (V600) mutacijas saistibas ar kliniski patologiskiem raditajiem analize

Raditajs” Pirsona R® P vertiba
Vecums, gadi R?=0,12 P =0,002
SievieSu dzimums R? =0,09 P =0,009
Breslova biezums R?=0,07 P =0,02
Klarka limenis R2=0,11 P =0,005
Ciilojums R?=0,03 P=0,15
LVI R? = 0,07 P =0,02
Solara elastoze R?=0,03 P=0,2
Audz&ja izméra mediana R?=0,001 P=0,8
Mitozu skaita mediana R?=0,06 P =0,04
TIL R?=0,06 P = 0,045

* Pacientu skaits katra grupa ir noradits 1. tabula. TIL — peritumorala limfocitara infiltracija;

LVI - limfovaskulara invazija; Pirsona Hi-kvadrata tests; P < 0,05 ir noradits treknraksta.

NRAS mutacijas statuss un saistiba ar kliniski patologiskiem raditajiem

NRAS mutacijas testi tika veikti 132 pacientiem. NRAS mutacija tika konstatéta 39 no

132 pacientiem (29,6 %). Divdesmit astonam melanomam bija gan NRAS, gan BRAF
kopmutacija. Divdesmit deviniem pacientiem bija NRAS Q61 mutacija un 10 pacientiem —
NRAS G12, G13 mutacijas.
NRAS mutacijas statuss bija saistits ar Breslova biezumu (P = 0,04; 42 = 0,16), slimibas
stadiju (P = 0,02; 2 = 0,20), mitotisko aktivitati (P = 0,030; 2 = 0,190) un limfovaskularo
invaziju (P=0,020; x2 = 0,200). Tomér netika pieradita saistiba starp Klarka invazijas liment,
solaro elastozi, TIL, pacienta vecumu, pacienta dzimumu un NRAS mutacijas statusu
(6. tabula).

6. tabula. NRAS (kodona Q61 un kodona G12/G13) mutacijas saistibas ar Kkliniski
patologiskiem raditajiem analize

Raditajs” Pirsona y2 vertiba P vertiba
Vecums, gadi 0,007 0,760
Dzimums 0,006 0,960
Breslova biezums 0,160 0,040
Klarka Iimenis 0,009 0,260
Ciilojums 0,006 0,400
LVI 0,200 0,020
Solara elastoze 0,004 0,800
Audzgja izméra mediana 0,026 0,080
Mitozu skaita mediana 0,190 0,030
TIL 0,050 0,420
Slimibas stadija (pTNM) 0,200 0,020

* Pacientu skaits katra grupa ir noradits 1. tabula. TIL — peritumorala limfocitara infiltracija; LVI —

limfovaskulara invazija; Pirsona Hi-kvadrata tests. P < 0,05 ir noradits treknraksta.
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3.6. Gengetiskas mutacijas melanoma, izmantojot panela sekvencéSanu (nepublicéti
dati)

Citas biezak sastopamas melanomas mutacijas bija TP53, CDK4, NF1 un FGFRL1 (7. tabula).
Saistiba starp kliniski patologiskiem raditajiem un NF1, ARID1A, BRCA1, BRCA2, CHEK?2,
DDR1, EFGR1, EZH2, ROS1, SLX4, EBB3, MET, MDMZ2 nav pieradita. Tomer tika novérota
saistiba starp TP53 mutaciju un Breslova biezumu un TIL infiltraciju (P = 0,02 un P = 0,01).
Turklat tika noveérota saistiba starp CDK4 mutaciju un solaro elastozi (P = 0,02).

Tika noveérota saistiba starp FGFR1 mutaciju un limfovaskularo invaziju un TIL infiltraciju

(P = 0,002 un P = 0,004).

3.7. TERT mutacijas statuss un ta saistiba ar kliniski patologiskiem raditajiem

TERT mutacijas statuss tika noveértéts 118 pacientiem. TERT mutaciju konstatgja
38 pacientiem no 118 (32,2 %). Punktveida mutacija C228T (NM_198253.3(TERT):c.-
124C>T) (chr5; 1,295,228 (-124) tika konstatéta 12/38 (31,6 %) gadijumu, savukart C250T
aizvietoSana, NM_198253.3(TERT):c.-146C>T (chr5; 1,295,250 (-146) augSpus transkripcijas
sakuma kodona)) tika novérota 26/38 (68,4 %) gadijumos. TERT mutacijas saistiba ar Breslova
biezumu, pacientu vecumu, mitotisko aktivitati un TIL infiltraciju tika novérota (attiecigi
P =0,02; P =0,004; P = 0,007 un P < 0,0001).

7. tabula. Gengétiskas mutacijas melanoma (iznemot BRAF, NRAS un TERT)

Pacienti, n

Gens (mutacijas)

NF1, NM_001042492.3(NF1):¢.3871-2A>G

ARID1A, NC_000001.11:9.26695829G>A

BRCAL, NM_007294.3(BRCA1):c.*6207C>T

BRCA2, NM_001136571.2(ZAR1L):c.-390+372T>C

CHEK?2, GRCh38/hg38 22q12.1(chr22:27557778-28988149)x3
DDR1, NM_001297654.2(DDR1): ¢.49A>G (p.Ser17Gly)
EFGR1, NM_005228.5(EGFR):c.5G>A (p.Arg2GIn)

EZH2, NM_004456.4(EZH2):c.*275A>G

ROS1, NM_001378902.1(ROS1): ¢.7012G>A (p.Asp2338Asn)
SLX4, NM_032444.4(SLX4):c.*1150G>C

TP53, NM_000546.5(TP53):¢.*1701G>T

CDK4, NM_005981.5(TSPAN31):¢.*470dup

FGFR1, NM_023110.3(FGFR1):c.*2445A>G

MET, NM_000245.4(MET):c.-157T>G

MDM2, NM_002392.6(MDM2):¢.-94A>G
TERT, NM_198253.2:¢.1574-3235G>T 38
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8. tabula. TERT promotera mutacijas saistibas ar kliniski patologiskiem
raditajiem analize

Raditajs lielumi, n=119 Pirsona y2 vertiba | P vértiba
Vecums, gadi 0,18 0,004
Dzimums 0,053 0,43
Breslova biezums 0,09 0,02
Klarka Itmenis 0,06 0,420
Ciilojums 0,007 0,420
LVI 0,20 0,018
Solara elastoze 0,018 0,12
Audzgja izméra mediana 0,08 0,12
Mitozu skaita mediana 0,12 0,0070
TIL 0,18 0,0001
Audzgja veids (nodulars vai virspusgjs) | 0,14 0,01
Slimibas stadija (pTNM) 0,34 0,09

TIL — peritumorala limfocitara infiltracija
LVI - limfovaskulara invazija

Pirsona Hi-kvadrata tests. P < 0,05 ir noradits treknraksta.

3.8. Histopatologiska un BRAF, NRASun TERT mutaciju statusa nozime attieciba

uz bezrecidiva periodu
BRAF mutdcijas statuss un bezrecidiva periods
Visiem 150 pacientiem tika veikta kliniska novérosana, un 37 gadijumos tika konstat&ti lokali
regionali recidivi vai sist€émiskas metastazes (24,66 %). Bezrecidiva periods neatSkiras

savvalas tipa un BRAF mutantu melanomai ( HR = 1,10; 95 %, C.I = 0,40-2,50, P = 0,20).

HR =1.10; 95%, C.I = 0.40-2.50, P =0.20
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3. attels. Bezrecidiva periods BRAF mutantu un BRAF savvalas melanomu gadijuma

Kaplana-Meiera diagramma, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu, P > 0,05.
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NRAS mutacijas statuss un bezrecidiva periods

Pacientiem ar NRAS mutantu melanomu bija ievérojami 1saks bezrecidiva periods
salidzinajuma ar NRAS savvalas tipa melanomu ( HR = 12,30; 95 %, C.I = 5,78-26,21, P <
0,0001).

HR = 12.30; 95%, Cl = 5.78-26.21, P <0.0001
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4. attels. Bezrecidiva periods pacientiem ar NRAS mutantu un NRAS savvalas melanomu
Kaplana-Meiera grafiks analizéts, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu. P<0,0001.

TERT mutdcijas statuss un bezrecidiva periods

Pacientiem ar TERT mutaciju bija ievérojami Tsaks bezrecidiva periods salidzinajuma ar TERT
savvalas melanomu.(HR=13,8, 95 % Cl =6,8-31,0; p<0,0001)

HR=13.8, 95% Cl =6.8-31.0; p<0.0001
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5. att€ls. Bezrecidiva periods pacientiem ar TERT mutacijas un TERT savvalas melanomu
Kaplana-Meiera diagramma analizéta, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu. P < 0,0001.

33



Kopmutacijas ietekme uz bezrecidiva periodu
BRAF un NRAS kopmutacijas melanomai ir ievérojami 1saks bezrecidiva periods salidzinajuma

ar BRAF mutantu melanomu ( HR = 6,30; 95 %, C.I = 3,10-12,70, P <0,0001 ).

P<0.0001 compared BRAFmutant vs NRAS mutant and
BRAF/NRAS co-mutant
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6. att€ls. Bezrecidiva periods pacientiem ar BRAF/NRAS kopmutantu melanomu,
NRAS wild, NRAS mutantu un BRAF mutantu melanomu
Kaplana-Meiera grafiks analizéts, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu. P < 0,0001.

Turklat TERT un BRAF kopmutantu melanomai ir ievérojami Tsaks bezrecidiva periods
salidzinajuma ar BRAF mutantu melanomu ( HR = 8,25; 95 %, C.l = 2,90-13,40, P < 0,0001
), 7. attels.

HR = 8.25; 95%, C.I = 2.90-13.40, P <0.0001
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7. attels. Bezrecidiva periods pacientiem ar melanomu. BRAF mutacijas un BRAF un
TERT kopmutacijas melanoma.
Kaplana-Meiera diagramma analiz&ta, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu. P < 0,0001.
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Bezrecidiva periods un peritumorala limfocitara infiltracija (TIL)

Visiem 150 pacientiem tika veikta kliniska novérosana, un 37 gadijumos tika konstateta
lokoregionala recidiva vai sist€miskas metastazes. Salidzinot pacientu bezrecidiva periodu
atkariba no TIL esamibas (gan zemas, gan augstas pakapes), pacientiem ar augstu TIL bija
ieverojami labaka prognoze salidzinajuma ar pacientiem ar zemu TIL pakapi (HR =4,9, 95 %
C.1=2,3-11,20, p<0,0001) (2. attcls). Turklat pacientiem ar TERT mutaciju un zemu TIL bija
ievérojami labaks bezrecidiva periods salidzinajuma ar pacientiem ar TERT mutaciju un augstu

TIL infiltraciju ( HR =4,80; 95 %, C.1 = 2,30-7,890, P=0,002) .

HR = 4.80; 95%, C.| = 2.30-7.890, P=0.002
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8. attéls. Bezrecidiva periods TERT mutacijas melanomai ar nelielu un izteiktu TIL infiltraciju

Kaplana-Meiera diagramma, izmantojot log-rank (Mantela-Koksa) testu, p < 0,0001.
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4. DISKUSIJA

Saja pétijuma tika novertétas genotipa un fenotipa saistibas 150 pacientiem ar IA—IIC
stadiju saskana ar AJCC klasifikaciju laundabigas invazivas melanomas gadijuma.

Melanomas histopatologiska izmekléSana paslaik ir melanomas diagnozes zelta
standarts. Turklat tadi invazivas adas melanomas histopatologiskie raksturlielumi ka audzg&ja
izmérs un veids, limfovaskulara invazija, ¢alojums, Breslova biezums, Klarka invazijas
pakape, mitotiska aktivitate un slimiba ir visparatziti parliecinos$i melanomas prognostiskie un
paredzamibas faktori (Shellenberger et al., 2016; Bastian et al., 2014; Clark et al., 1989;
Scolyer et al., 2018). Melanomas attistiba ir cie$i saistita ar somatiskam un epigenétiskam
izmainam. Ipaa nozime melanomas progresésana ir onkogénu BRAF un NRAS aktiviz&josam
mutacijam (Ribas et al., 2015; Cancer Genome Atlas Network, 2015; Ny et al., 2020; Rose et
al., 2006; Michielin et al., 2019; Cancer Genome Atlas Network, 2020). Turklat BRAF
personalizéta melanomas arsté$ana ievérojami uzlaboja pacientu prognozi (Rose et al., 2006;
Michielin et al., 2019; Cancer Genome Atlas Network, 2020). Tomér BRAF un NRAS mutacijas
prognostiska vértiba un tas saistiba ar kliniskajam un histopatologiskajam pazimém joprojam
ir pretruniga, Ipasi agrinas stadijas melanomas gadijuma.
Parastic melanomas prognostiskie raditaji ir melanomas tips, limfovaskulara invazija,
¢ulojums, stadija, Breslova biezums un mitotiska aktivitate, kas paslaik ir obligati
histopatologiski veértéjami kritériji visam primarajam melanomam (Scolyer el al., 2018). TIL,
ko imiinsistéma producg, reag€jot uz audz€ja invaziju, biezi noveéro audzgja mikrovide, tostarp
saistiba ar adas melanomu (Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015; Maibach et al., 2020;
Eigentler et al., 2016; Tas et al., 2019; Barnhill et al., 1996; Tuthill et al., 2002).
Tomer literatiira nav atrisinatas diskusijas par to, vai TIL pakape ir pietiekami stabils
prognostisks raditajs, lai to ieklautu stadijas noteiksana péc AJCC klasifikacijas (Scolyer et al.,
2018). Imunsistemas raditaji, jo ipasi TIL pakape, nav standarta melanomas patologijas
zinojumu sastavdalas, jo v@l nav apstiprinats un noveértéts, ka tie butiski ietekmé kopéjo
dzivildzi vai klinisko parvaldibu (Scolyer et al., 2018). Turklat TIL saistiba ar labaku
melanomas prognozi joprojam ir pretruniga (Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015; Maibach
et al., 2020; Park et al., 2017; Taylor et al., 2007; Burton et al., 2011; Mandala et al., 2009;
Thomas et al., 2013; Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016; Tas et al., 2021; Lin et al.,
2016).

Ir aprakstitas dazadas histopatologiskas metodes TIL klasificéSanai (Azimi et al., 2012;
Fortes et al., 2015; Maibach et al., 2020; Park et al., 2017; Taylor et al., 2007; Burton et al.,
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2011; Mandala et al., 2009; Thomas et al., 2013; Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016; Tas
et al.,, 2021; Lin et al., 2016)). Pirmkart, péc Klarka metodes TIL klasifice ka neesoSus,
neaktivus un aktivus (Clark et al., 1989). Citos pétijumos TIL tika veértéti skala no 0 Iidz 3 vai
TIL tika verteti tikai ka neizteikta vai izteikta infiltracija (Burton et al., 2011; Mandala et al.,
2009; Thomas et al., 2013; Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016; Tas et al., 2021). Dazos
petijumos izmantota kombinéta klasifikacijas sistéma, novertgjot TIL blivumu un izplatibu ar
galigo punktu skaitu no 0 Iidz 6 (Maibach et al., 2020).

Ieprieksgjos petijumos galvena uzmaniba tika pievérsta TIL prognostiskajai nozimei
primaraja melanoma (Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015; Maibach et al., 2020; Park et al.,
2017; Taylor et al., 2007; Burton et al., 2011; Mandala et al., 2009; Thomas et al., 2013;
Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016; Tas et al., 2021; Lin et al., 2016). Tomgr rezultati ir
pretrunigi. Vairakos p&tijumos nav pieradita saistiba starp TIL esamibu un bezrecidiva perioda
ilgumu (Maibach et al., 2020). Citos pétijumos tika konstatéta nozimiga korelacija starp TIL
infiltraciju un pacientu dzivildzi (Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015; Burton et al., 2011,
Mandala et al., 2009; Thomas et al., 2013).

Masu pétijums pieradija, ka izteikta TIL infiltracija primarai I-1l stadijas melanomai
atbilst labakai prognozei, savukart neliela TIL infiltracija liecina par isaku bezrecidiva periodu.
Nesen tika pieradits, ka aktiva TIL pakape ir labveligs prognostiskais faktors primarajam
melanomam un ta ir atSkiriga grupa no neaktivas TIL pakapes, pamatojoties uz slimibas
progreséSanu un imiinregul&joso génu ekspresijas profiliem (Thomas et al., 2013). Turklat TIL
pakape ir neatkarigs dzivildzes un sardzes limfmezgla (SLN) statusa prognozésanas faktors
melanomas pacientiem. Pacientiem ar izteiktu TIL infiltratu kopuma ir labaka prognoze (Azimi
et al., 2012), un augsts TIL limenis primaraja invazivaja melanoma ir saistits ar labvéligiem
dzivildzes rezultatiem (Azimi et al., 2012; Fortes et al., 2015; Maibach et al., 2020; Park et al.,
2017).

Masu rezultati saskan&ja ar nesen veikta pétijuma pieradito, ka audzgja regresijas un
TIL lidzaspastavé$sana melanomas gadijuma ir saistita ar labvé&ligaku dzivildzes prognozi
(Clemente et al., 1996). Tomé&r misu pétijuma netika pieradita saistiba starp audz&ja regresiju
un TIL. Tas varétu bit izskaidrojams ar to, ka miisu pétijuma tika ieklauti tikai pacienti ar |1A—
I1C stadiju.

Misu pétijjuma pacientiem ar nodularu melanomu tika konstatéta TIL regulacijas
samazinaSanas salidzinajuma ar virspus€ji augoSu melanomu. Ieprieks€jos pétijumos ir
pieradits samazinats TIL daudzums nodularajas melanomas salidzinajuma ar atbilstosajam

virspus€ji augoSajam melanomam (Weiss et al., 2016). Tomér §is novérojums tika konstat&ts
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tikai planam (< 2 mm) melanomam un viriesiem (Weiss et al., 2016). Sie atklajumi liecinaja
par imunologiskas atbildes reakcijas atskiribam atkariba no dzimuma un audzgja biezuma.
Turklat to varétu veicinat audzgja stadija un audz&ju infiltr§joso limfocttu subpopulacijas
imunologiska heterogenitate (Tas et al., 2021; Lin et al., 2016; Weiss et al., 2016).

BRAF mutacijas primarajas melanomas novéro 22-72 % (Platz et al., 2008; Yaman et
al.,2015; Bezic et al., 2019, Spathis et al., 2019; Kim et al., 2015). Masu pé&tijuma BRAF V600
mutacija tika konstateta 53,3 % no visiem analizétajiem gadijumiem. leprieks€jie petijumi
paradija, ka BRAF mutacijas statusa nozime saistiba ar melanomas kliniski patologiskiem
raditajiem un bezrecidiva periodu ir atSkiriga (Bezic et al., 2019, Spathis et al., 2019; Kim et
al., 2015; Estrozi et al., 2014). Ir pieradits, ka BRAF mutacijas statuss korelé ar jaunaku
vecumu un sieviesu dzimumu (Platz et al., 2008). Vecums ir neatkarigs negativs melanomas
dzivildzes prognozes faktors (Platz et al., 2008). Tomér melanomas saistiba ar dzimumu $kiet
pretruniga. Ir pétijumi, kas pierada saistibu ar virieSu dzimumu (Yaman et al., 2015), un citi
pétijumi, kas pierada saistibu ar sievieSu dzimumu (Bezic et al., 2019). Iesp&jams, ka
melanomas prognozes atskiribas péc vecuma un dzimuma ir iesaistiti atSkirigi imunologisko
reakciju modeli (Platz et al., 2008).

Ieprieksgjos pétijumos pieradita BRAF mutacijas statusa saistiba ar audzgja iz¢ulojumu,
solaro elastozi, progresg€josas melanomas stadiju un histologisko apakstipu (Nu et al., 2020;
Rose et al., 2006). Turpreti attieciba uz jauniem pacientiem pétijums paradija, ka nav
nozimigas saistibas starp BRAF mutacijas statusu un dzimumu, histologisko apakstipu, Klarka
un Breslova Iimeniem, Solaro elastozi un limfovaskularo invaziju, kas liecina par atskirigiem
tumorogenézes celiem jaunie$u populacija (Spathis et al., 2019).

Miisu pétijuma rezultati saskan ar ieprieks iegiitajiem rezultatiem un tos papildina,
pieradot, ka gan Klarka, gan Beslova limenis korelé ar BRAF mutacijas statusu. Turklat ir
novérota saistiba starp BRAF mutacijas statusu, asinsvadu invaziju un TIL. Sis novérojums lava
mums izteikt pienémumu, ka -1 stadijas BRAF mutacijas melanomai, salidzinot ar savvalas
tipa melanomu, ir raksturiga lielaka invazivitate.

Dazos ieprieks€jos pétijumos ir pieradita BRAF mutacijas statusa un solaras elastozes
saistiba (Platz et al., 2008). Tomé&r miisu pétijuma korelacija starp BRAF mutacijas statusu un
solaro elastozi netika novérota. To var€tu veicinat geografiskas ipatnibas un saules iedarbibas
atSkiribas.

DaZos iepriek$€jos petijumos ir pieradita art BRAF mutacijas statusa un ¢iilu rasanas
saistiba (Platz et al., 2008; Yaman et al., 2015), savukart citas analiz&s biitiska saistiba nav
konstatéta (Bezic et al., 2019).

38



Misu pétijuma netika novérota BRAF mutacijas statusa saistiba ar melanomas
iz¢llojuma veidoSanos. Varétu pienemt, ka iz¢iilojuma veidoSanas lielakos audzgjos varétu bt
saistita ar BRAF mutacijas statusu, tomer audz&ja medianas izmérs bija mazaks salidzinajuma
ar ieprieks€jiem pétijumiem (Platz et al., 2008; Yaman et al., 2015).

BRAF mutacijas statusa un TIL nozime ir apliikota vairakos pétijumos, tomér rezultati
ir pretrunigi. Musu pétijums paradija, ka BRAF V600 mutacijas melanomai TIL ir paaugstinata,
salidzinot ar BRAF savvalas tipa melanomu. Tomér daZzos jaunakajos pétijumos netika
konstatéta saistiba starp TIL un BRAF mutacijas statusu (Platz et al., 2008; Kim et al., 2015).

Turpreti ir pieradits, ka TIL intratumoralais blivums ir ievérojami lielaks BRAF mutanta
melanomai (Estrozi et al., 2014). To varétu veicinat melanomas intratumorala heterogenitate
ar atskirigu citokinu vidi un imunomodulgjoso génu ekspresiju. Turklat nesen veikta petijuma
pieradits, ka lielaks TIL klasteru skaits ir saistits ar atbildi uz imunoterapiju BRAF V600E/K
mutgjusai melanomai (Aksenenko et al., 2015).

Misu pétijums paradija, ka BRAF V600 mutacijas tika konstatétas 56,8 % gadijumu un
NRAS (Q61; G12 un G13) mutacijas — 29,6 % gadijumu. Turklat, lai gan BRAF V600 mutacijas
statuss nebija saistits ar bezrecidiva periodu, NRAS mutacijas statuss biitiski korelgja ar
bezrecidiva periodu. Turklat pacientiem ar BRAF V600 un NRAS kopmutantu melanomu
bezrecidiva periods bija ievérojami 1saks salidzinajuma ar BRAF V600 mutantu melanomu.

BRAF mutacijas primarajas melanomas ir novérotas 22 %—72 % gadijumu (Forsea et
al., 2020; Elder et al., 2020; Fong et al., 2008; Hodi et al., 2010; Topalian et al., 2014; Dummer
et al., 2018; Melis et al., 2017; Pracht et al., 2015; Davies et al., 2002; Long et al., 2011;
Menzies et al., 2012; Colebatch et al., 2019; Chiappetta et al., 2015; Thomas et al., 2015; Lee
et al., 2011; Tas et al., 2019; Jakob et al., 2012). Miasu pétijuma BRAF mutacijas biezums
ietilpst Saja diapazona. Vairak neka 90 % BRAF mutaciju izraisa valina aizstaSanu 600.
pozicija, ka rezultata aktiviz€jas RAS-RAF-MEK-MAPK cela pakartotie efektori (Hessler et
al., 2020).).

Turklat tika atklata saistiba starp BRAF V600 mutacijas statusu un Breslova biezumu,
pacienta dzimumu, Breslova biezumu un peritumoralo limfocitu infiltraciju, kas apstiprina
musu ieprieks iegtitos datus (Havel et al., 2019).

Ieprieksgjie pétijumi paradija, ka BRAF mutacijas statusa nozime saistiba ar melanomas
kliniski patologiskiem raditajiem un bezrecidiva periodu ir atskiriga (Burton, et al., 2011;
Mandala et al., 2009; Thomas et al., 2019; Clemente et al., 1996; Weiss et al., 2016). Misu
petijuma netika konstateta saistiba starp BRAF mutacijas statusu un melanomas bezrecidiva

periodu.
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Ir pieradits, ka BRAF mutacijas statuss korel€ ar jaunaku vecumu un sievieSu dzimumu
(Linetal., 2016; Weiss et al., 2016). Tomér dazos pétijumos tika konstatéta saistiba ar virieSu
dzimumu (Mandala et al., 2009). Miisu pétijuma BRAF mutacija korel&ja ar sievieSu dzimumu
un vecaku pacientu vecumu. So novérojumu varétu izskaidrot ar to, ka miisu pétfjuma tika
icklauta tikai agrinas stadijas melanoma. Turklat dazi pétijumi paradija imunologiskas
tolerances mehanismu nozimi BRAF mutétas melanomas attistiba (Havel et al., 2019; Platz et
al., 2008).

Ieprieksgjie petijumi par BRAF un NRAS kopmutantu melanomu ir bijusi pretrunigi.
NRAS géna mutacija konstatéta 15-25 % melanomas gadijumu (Raaijmakers et al., 2016;
Chiappetta et al., 2015; Thomas et al., 2015). Miisu pétijuma NRAS mutaciju konstatéja Iidz
30 % melanomas gadijumu.

Mgs pienemam, ka lielo NRAS mutaciju izplatibu varétu izskaidrot ar miisu pétijjuma
ieklauto pacientu vid€jo vecumu, pieméram, 67 gadi. Ir pieradits, ka pacienti ar NRAS mutantu
melanomu, salidzinot ar BRAF mutantu melanomu, parasti bija vecaki (> 55 gadi) un ieprieks
bijusi paklauti UV staru iedarbibai. NRAS mutantu melanomu parasti konstaté augsgjas
ekstremitates, un tai raksturigs palielinats Breslova audz&ja biezums (Hessler et al., 2020;
Raaijmakers et al., 2016; Chiappetta et al., 2015; Thomas et al., 2015).

Miisu pétijuma rezultati paradija, ka NRAS (Q61; G12 un G13) mutacijas ir saistitas ar
Breslova biezumu, nodularas melanomas audzgja tipu, mitotisko aktivitati un limfovaskularo
invazi. Turklat m&s pienemam, ka NRAS mutacijam primaras |A—I1C stadijas melanomai varétu
biit potenciali nozimiga prognozgjosa veértiba.

NRAS géns visbiezak muté 2. eksona (12. un 13. kodona) un 3. eksona (61. kodona) hot
spot [Platz et al., 2008]. NRAS mutacija, kas raksturiga nodularai melanomai, kura lokalizéta
saules bojata ada [Yang et al., 2020].

Tomér NRAS mutacijas ietekme uz slimibas progreséSanu un prognozi joprojam ir
pretruniga. Dazi pétijumi liecina, ka NRAS mutacija ir saistita ar labveligu prognozi (Platz et
al., 2008). Turpreti citi pétijumi pieradija, ka NRAS géna mutacija ir saistita ar sliktaku
prognozi (Chiappetta et al., 2015; Thomas et al., 2015; Jakob et al., 2012; Ugurel et al., 2007;
Devittetal., 2011; Heppt et al., 2017). Savukart dazos p&tijumos nav konstat&ta biitiska saistiba
starp NRAS mutaciju un melanomas prognozi (Heppt et al., 2017; Ellerhorst et al., 2011).

Tapat ar1 IV stadijas melanomas gadijuma dati par NRAS mutaciju ir pretrunigi. Viena
peétijuma tika noradits, ka NRAS mutétais audz€ja genotips metastatiskas IV stadijas

melanomas gadijuma ir saistits ar ilgaku kop€jo dzivildzes ilgumu salidzinajuma ar BRAF
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netika apstiprinati (Leslie et al., 2015; Klein et al., 2021).

Turklat ir pieradits, ka NRAS mutacijas statuss ir neatkarigs 1sakas dzivildzes prognozes
faktors péc IV stadijas melanomas diagnosticéSanas (Jakob et al., 2012).

Varétu uzskatit, ka molekularie mehanismi, kas saistiti ar NRAS genétisko celu, varétu
bt atskirigi metastatiskas IV stadijas un agrinas |A—1IC stadijas melanomas gadijuma.

Misu pétijuma rezultati saskan ar ieprieks veiktajiem pétijumiem, kuros pieradits, ka
NRAS mutacijas ir saistitas ar lielaku Breslova biezumu un sliktu slimibas prognozi
(Chiappetta et al., 2015; Thomas et al., 2015, Jakob et al., 2012; Ugurel et al., 2007; Devitt et
al., 2011). Turklat misu pétijjums paradija, ka NRAS mutacijas ir saistitas ar paaugstinatu
audzgja mitotisko aktivitati un limfovaskularo invaziju, kas var€tu biit viens no iesp&jamiem
NRAS mutacijas izraisttas agresivas audzgja uzvedibas skaidrojumiem. Turklat miisu p&tijuma
rezultati paradija, ka NRAS mutacijas statuss primarai IA-I1C stadijas melanomai ir specigs
prognozgjoss faktors, kas ir biitiski saistits ar bezrecidiva periodu.

Melanomas NRAS personaliz&ta arstéSana ir izaicinosa. Lanafarnibs, tipifarnibs ir pétits
NRAS mutétas melanomas arstéSanai (Hessler et al., 2020). Turklat selektivi MEK inhibitori
varétu sniegt potencialu ieguvumu NRAS mutantu melanomas gadijuma (Nagore et al., 2014).
Tomér miisu pétijuma potenciali nozimiga veértiba ir konstatéta NRAS mutaciju butiska
prognozgjosa vertiba |A—I1C stadijas melanomai. Tapec ikdienas NRAS mutaciju noveértésana
IA-IIC stadijas melanomai varétu biit potenciali noderiga slimibas progresésanas
prognozeSanai. Jauzsver, ka miisu pétijuma subjektos tika ieklauti tikai tie, kuriem bija lokala
slimiba, t. i., diagnozes noteikSanas bridi pacientiem nebija lokalas recidivas, regionalo
limfmezglu metastazu vai attalu metastazu.

Tresa visbiezak sastopama mutacija agrinas melanomas gadijuma bija TERT géna
mutacija. Misu pétijuma tika novérota saistiba starp TERT mutaciju un Breslova biezumu,
pacienta vecumu, mitotisko aktivitati un TIL infiltraciju. Turklat pacientiem ar TERT mutaciju
bija ievérojami Tsaks bezrecidiva periods salidzinajuma ar TERT savvalas melanomu. Miisu
petijuma rezultati saskan ar iepriekS veiktajiem pétijumiem, kuros pieradits, ka TERT
promotera mutacijas ir saistitas ar kliniskajam un histopatologiskiem raditajiem (Horn et al.,
2013; Andres-Lencina et al., 2019; Hang et al.,2020). Turklat TERT un BRAF kopmutacijas
melanomai ir ievérojami isaks bezrecidiva periods salidzinagjuma ar BRAF mutacijas
melanomu.

Japiemin vairaki misu pétijuma ierobezojumi. Biitu v€lams ievérojami lielaks
gadijumu skaits ar vienlidzigu dzimumu sadalijumu. Taja pasa laika $1 petijuma prieksrociba
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bija NRAS un BRAF/NRAS mutaciju statusa nozimigas nozimes pieradiSana pacientiem ar
agrinas |A—I1C stadijas nemetastatisku melanomu. Turklat visi pacienti tika uznemti no vienas
onkologiskas slimnicas, kas apkalpo Iidz pat 85 % no visiem melanomas gadijumiem Latvija.

Nosléguma var secinat, ka pacientiem ar TERT/BRAF un NRAS/BRAF komutantu
IA-1IC stadijas melanomu bija 1saks bezrecidiva periods salidzinajuma ar savvalas NRAS,
savvalas TERT un savvalas BRAF melanomu. Komplekss BRAF, TERT un NRAS noveért&jums
melanomai ikdienas kliniskaja prakse ir lietderigs slimibas progreséSanas riska stratifikacijai,
un tapéc to varttu ieteikt ikdienas kliniskaja praksé ari pacientiem ar IA-IIB stadijas

melanomu.
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5. SECINAJUMI

Darba gaita apstiprinajas sakotng&ji izvirzita hipotéze: tika novérotas sakaribas starp

kliniskajam, histopatologiskajam un genétiskajam Tpasibam pacientiem ar agrinas stadijas

melanomu. Turklat tika konstat&tas asociacijas starp histopatologiskajam pazimém un BRAF,

NRAS, TERT mutacijas statusu. Pamatojoties uz darba rezultatiem, tika izdariti $adi secinajumi:

1.

Pacientiem ar IA-IIC stadijas nodularo melanomu salidzinajuma ar IA-IIC stadijas
virspus€ji augosu melanomu bija augstaks Klarka invazijas limenis, lielaks Breslova
biezums, biezak sastopams ¢iilojums, lielaks mitozu skaits, lielaks audz&ja izmers un
zemas pakapes audzg&ju infiltréjoso limfocitu infiltracija. Turklat nodulara melanoma
biezak tika konstatéta virieSiem salidzinajuma ar sievietem.

Tadi kliniskie raksturlielumi ka audz€ja izmérs un pacientu dzimums korel&ja ar
melanomas histopatologiskiem raditajiem. Turklat TIL bija saistita ar bezrecidiva
perioda ilgumu, kliniskajiem un histopatologiskajiem raksturlielumiem.

BRAF V600 mutacija tika konstatéta 53,3 % gadijumu. NRAS mutacija tika konstateta
29,6 % gadijumu. 29 pacientiem bija NRAS Q61 mutacija un 10 pacientiem — NRAS
G12, G13 mutacijas. 21,21 % melanomas gadijumu bija gan NRAS, gan BRAF
kopmutacija. TERT promotera mutacija tika novérota 32,2 % gadijumu. C228T
(NM_198253.3(TERT):c.-124C>T) tika konstat&ta 12/38 (31,6 %) gadijumos, savukart
C250T aizvietosana, NM_198253.3(TERT):c.-146C>T tika noverota 26/38 (68,4 %)
gadfjumu.

Tika pieradita saistiba starp BRAF, NRAS un TERT mutacijas statusu un kltniskajam un
histopatologiskajam pazimém. Tika novérota saistiba starp BRAF V600 mutacijas
statusu un Breslova biezumu, pacienta dzimumu, Klarka Iimeni, limfovaskularo
invaziju (LVI), mitozu skaitu un TIL infiltraciju. NRAS (Q61; G12, G13) mutacijas
statuss bija saistits ar Breslova biezumu, slimibas stadiju, mitotisko aktivitati un LVI.
TERT promotera mutacijas saistiba tika konstatéta ar Breslova biezumu, pacienta
vecumu, mitotisko aktivitati un TIL infiltraciju.

IA-I1C stadijas melanomas pacientiem ar izteiktu TIL infiltraciju bija ievérojami ilgaks
bezrecidiva periods salidzinajuma ar pacientiem ar nelielu TIL infiltraciju. Bezrecidiva
periods neatskiras starp savvalas tipa un BRAF mutacijas melanomu. Tomér pacientiem
ar NRAS mutantu melanomu bija ievérojami 1saks bezrecidiva periods salidzinajuma ar
NRAS savvalas tipa melanomu. Turklat pacientiem ar TERT promotera mutaciju bija

ievérojami isaks bezrecidiva periods salidzingjuma ar TERT savvalas melanomu.
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Savukart pacientiem ar TERT/BRAF un NRAS/BRAF kopmutantu IA-IIC stadijas
melanomu bija Tsaks bezrecidiva periods salidzinajuma ar savvalas NRAS, savvalas

TERT un savvalas BRAF melanomu.

Pétijuma praktiskd nozime un novitdate
Komplekss histopatologiskais noveértéjums, tostarp TIL un BRAF, TERT un NRAS
mutaciju statusa novértesana agrina (IA—11C) melanomas stadija, ikdienas kliniskaja praksg ir

noderigs slimibas progres€sanas riska stratifikacijai.
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