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Streszczenie

Badania dotyczace czerniaka skupiaja sie na wzajemnych interakcjach czynnikéw genetycznych i srodowiskowych,
biorgcych udziat w patogenezie tego groznego nowotworu.

Najwiekszym postepem w badaniach nad genetyka czerniaka byto odkrycie roli genéw regulatorowych cyklu ko-
morkowego — CDK2a i CDK4. Obecnie trwaja poszukiwania innych gendéw, mogacych odgrywac role w powstawa-
niu tego nowotworu. W pracy oméwiono najnowsze doniesienia dotyczace genu MCIR (gen dla receptora typu pierw-
szego dla melanokortyny) oraz genéw: PTEN, BRAF, NRAS. Poszukiwania wzajemnych oddziatywan tych gendéw (epi-
staza) oraz ich interakcji ze Srodowiskiem w konsekwencji maja stuzy¢ identyfikacji 0séb o zwiekszonym ryzyku
rozwoju czerniaka.
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Abstract

Melanoma is an important public health issue and research strategies are trying to elucidate the relative contribu-
tion of genes and environmental factors in its causation. In terms of genetic factors the discovery of cell cycle ge-
nes — CDKN2a, CDK4 — has been a great advance. Current studies aim to identify other susceptibility genes and to
determine the interactions of the various genetic and environmental factors. Among them, MCIR (Melanocortin-1
receptor gene), PTEN, BRAF, NRAS are being analysed more closely. Epistatic (gene-gene) and gene environmental

interactions studies aim to recognize individuals at high risk.

Key words: melanoma, genetics, CDKN2a, MCIR.

Powstawanie nowotworu jest ztozonym procesem,
u ktérego podstaw lezy utrata prawidtowe] kontroli nad
wzrostem i réznicowaniem komorek. W trakcie onkoge-
nezy mozna wyodrebni¢ sekwencje nastepujacych po so-
bie zdarzen. Proces rozpoczyna faza inicjacji zmian na po-
ziomie molekularnym, ktéra po etapie promocji przecho-
dzi w faze progresji, polegajaca na stopniowym pojawianiu
sie w komorce coraz wiekszej liczby zmutowanych gendw,
az do takiej akumulacji mutacji w komérce, ktéra prowa-
dzi do wyczerpania przez nig mechanizmoéw kontroluja-
cych i do rozpoczecia procesu nowotworowego. Zdarze-
nia te prowadza do destabilizacji funkcji genomu. Nowo-
twory ztosliwe mozna wiec zaliczy¢ do swoistego rodzaju
choréb genetycznych, a konstytucja genetyczna odgrywa
istotna role w osobniczej wrazliwosci na proces nowo-
tworowy.

Wiekszos¢ zdarzen genetycznych wywotujacych pro-
ces nowotworowy ma miejsce w tkankach somatycznych
w trakcie Zycia jednostki. Na ich powstawanie maja wptyw
czynniki srodowiskowe, tzw. kancerogeny. Mimo Ze s3 to
zjawiska genetyczne, nie s one dziedziczone. Mutacje mo-
ga rowniez wystapic w komdrkach rozrodczych (ang. germ-
line) i wowczas sg przekazywane kolejnym pokoleniom,
co prowadzi do pojawienia sie rodzin o wysokiej czestosci
wystepowania okreslonych nowotwordw. To wtasnie wie-
loletnie obserwacje wystepowania niektérych nowotwo-
réw u 0séb spokrewnionych doprowadzity do wzrostu za-
interesowania genami, ktére moga bra¢ udziat w procesie
onkogenezy. Badania prowadzone w rodzinnych zespotach
nowotworowych zaowocowaty lepszym zrozumieniem
podstaw molekularnych patogenezy ztosliwego nowotwo-
rzenia, réwnoczesnie otwierajagc nowe mozliwosci nowo-
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czesnej terapii zmierzajacej do naprawy defektéw gene-
tycznych kluczowych w powstawaniu guza.

Ponad 100 lat temu u chorych na czerniaka (MM — me-
lanoma malignum) wykazano obecnos¢ predyspozycji ge-
netycznej, sprzyjajacej rozwojowi nowotworu. Jednak do-
piero niedawno, w zwigzku z rozwojem nowych mozliwo-
Sci biologii molekularnej, zintensyfikowano prace nad
genami predysponujacymi do rozwoju czerniaka.

U podstaw genetycznych transformacji nowotworo-
wej komarki melanocytu lezg zaburzenia funkcjonowania
dotyczace wielu szeroko rozumianych klas genéw: supre-
sorowych (hamuja podziaty komérkowe), protoonkoge-
néw (aktywuja namnazanie komérek), MHC — kontroli im-
munologicznej, gendw nadzorujacych naprawe mutacji
w ludzkim genomie oraz genéw zwigzanych z procesami
angiogenezy, adhezji komarek, komunikacji miedzykomor-
kowej. Dwuuderzeniowa teoria kancerogenezy Knudsona,
dotyczaca rozwoju nowotworu zaktada wyzwalanie przez
kancerogeny (w przypadku czerniaka — przede wszystkim
Swiatto stoneczne) uszkodzen obydwu alleli danego ge-
nu (nowotwaor wystepujacy sporadycznie) lub jednego al-
lelu u tych osob, ktére posiadaja juz dziedzicznie przeka-
zang mutacje drugiego allelu (nowotwor rodzinny).

Wiekszos¢ autoréw jest zgodna co do tego, ze 5-12%
czerniakéw ma podtoze dziedziczne [1]. W ostatnich latach
zwrdcono uwage na wspotistnienie czerniaka z innymi no-
wotworami, najczesciej z gruczolakorakiem trzustki [1].
U dwdch rodzin, wtoskiej oraz szwedzkiej, wykazano wspot-
istnienie czerniaka z rakiem piersi [2]. Doniesienia te jed-
nak wymagaja dalszych, bardziej szczegbtowych, badan.

Przetomem w badaniach nad genetyka czerniaka byto
odkrycie przez naukowcéw z Utah w 1994 r. mutacji genu
CDKN2a/MTS1/INK4A, zlokalizowanego na chromosomie
9p21 u 0s6b 7 rodzinng postaciag czerniaka [3]. Jest to gen
z grupy supresoréw kodujacy 2 biatka: p16 —hamujace fos-
forylacje pRb (biatka z rodziny retinoblastoma) oraz p14
o alternatywnej ramce odczytu (ang. Alternative Readling
Frame), ktére poprzez wiazanie biatka MDM2, biorgcego
udziat w degradacji p53, zwieksza aktywnos¢ p53. Obydwa
biatka: pRb i p53 poprzez swéj hamujacy wptyw na cykl ko-
morkowy odgrywaja wazna role w procesie apoptozy ko-
morek. Gen pl6 jest dziedziczony w sposéb autosomalny
dominujacy. Produkt tego genu — biatko p16 jest inhibito-
rem kinaz cyklinozaleznych (CDK4, CDK6). Komorki znaj-
dujace sie w aktywnej metabolicznie fazie G1, podczas kto-
rej odbywa sie naprawa DNA uszkodzonego np. przez pro-
mieniowanie UV, aby mogty zsyntetyzowaé DNA i przejsc
do nastepnej fazy, musza pokona¢ punkt kontrolny G1-S.
Krytycznym ogniwem tej kontroli jest biatko p16, ktére przy-
tacza sie pomiedzy CDK4 lub CDK6 a cykling D1, hamujac
tym samym funkcje tych kinaz, a w konsekwencji posred-
nio fosforylacje pRB i uwolnienie E2F1 — biatek inicjujacych
transkrypcje. Biatko pRb wykazuje duzg aktywnos¢ wow-
czas, gdy jest mato ufosforylowane, a jego dziatanie stab-
nie wraz ze wzrostem stopnia fosforylacji przez kinazy za-
lezne od cyklin. Aktywne pRb wiaze kompleks transkryp-
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cyjny E2F i dezaktywuje go. Kompleks ten jest niezbedny
do przejscia komorki w faze S. Efektem dziatania p16 jest
zatem uniemozliwienie transkrypcji kluczowych genéw
i zatrzymanie komorek w punkcie segregacji G1-S (ryc. 1.)
W przypadku mutacji genu pl6 komorki, rowniez te
z uszkodzonym DNA, w sposéb niekontrolowany przecho-
dza przez punkt kontrolny i rozpoczynaja podziat. Muta-
cje gendw supresorowych (w tym p16) stwierdzano gtow-
nie w komarkach rozrodczych i dlatego sg zwigzane z ze-
spotami nowotworéw dziedzicznych. Mutacje genu
CDKNZ2a/p16 sa najprawdopodobniej odpowiedzialne za 25%
przypadkéw rodzinnego wystepowania czerniaka na swie-
cie [4]. Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze czestos¢ wystepowania mu-
tacji genu CDKN2a w ogblnej populacji nie jest znana.

Genetycznie uwarunkowane i rodzinnie wystepujace
nowotwory, takie jak rak piersi czy rak jelita grubego, cha-
rakteryzuja sie tym, ze pojawiaja sie u ludzi mtodych, naj-
czesciej przed 40. rokiem zycia. Tsoa i wsp. [5] przebada-
li 49 pacjentéw z czerniakiem w kierunku mutacji w ge-
nach CDKN2a i CDK4, ktérych srednia wieku w momencie
wykrycia choroby wynosita 32 lata. Tylko u 1z nich stwier-
dzono mutacje genu CDK2a, stad wniosek, ze dobor pa-
cjentéw do badan genetycznych wytacznie pod katem
wieku, w przypadku czerniaka nie jest trafny.

W innym badaniu Berwick i wsp. [6] oceniali role mutagji
genu INK4a u chorych, u ktérych czerniak wystapit jednora-
zowo, oraz u chorych z wieloma nieprzerzutowymi ogniska-
mi czerniaka. U 8% chorych z mnogimi zmianami wykazano
mutacje w tym genie. U wszystkich chorych z pojedynczym
czerniakiem stwierdzono allele niezmienione.

We wczesniejszej pracy Monzon i wsp. [7] przebadali 33
chorych z mnogimi pierwotnymi ogniskami czerniaka oraz
z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku MM. Wsrod
nich 5 miato mutacje w genie p16, a dodatkowo w 3 przy-
padkach krewni tych pacjentéw mieli te samg mutacje. Da-
ne te sugeruja koniecznos¢ badan genetycznych réwniez
u cztonkow rodzin takich pacjentéw.

Drugi z gendw — CDK4, kodujacy cyklinozalezng kina-
ze 4, jest protoonkogenem zlokalizowanym na chromo-
somie 12q13. Produkt tego genu taczy sie z cykling D1 i po-
wstaty kompleks przyspiesza przejscie z fazy G1 do S. Wy-
kryte mutacje tego genu powodujace nabycie funkcji (ang.
gain of function mutations) prowadza do przeksztatcenia
protoonkogenu w aktywny onkogen. Produkt zmutowa-
nego genu CDK4 nie powoduje zmniejszenia aktywnosci
kompleksu z cykling D1, natomiast hamuje przytaczenie
sie do CDK4 biatka p16, co w efekcie czyni kinaze CDK4
niewrazliwg na wptyw niezmutowanego produktu genu
plé6. Okoto 10% komérek czerniaka w hodowlach komér-
kowych posiada mutacje R24C (zamiana argininy na cy-
steine) w obrebie genu CDK4. Mutacji tej nie obserwuje
sie w komérkach macierzystych, dotyczy ona wytgcznie
gendw tkankowych. Do tej pory mutacje tego genu zosta-
ty opisane u 2 rodzin amerykanskich oraz 1 francuskiej [8].

Jednak wiekszos¢ z wystepujacych na Swiecie przy-
padkow czerniaka jest sporadyczna, dlatego zdecydowa-
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Ryc. 1. Cykl komérkowy oraz regulacja punktu restrykcyjnego G1/S

na przewaga badan dotyczy mutacji gendw w komaorkach
somatycznych, ktére moga odgrywac role w patogenezie
tego groznego nowotworu.

Obiecujace sa badania Duncana i wsp. [9], ktérzy wy-
kazali, ze ilos¢ mRNA melastatyny — biatka specyficznego
dla melanocytoéw — jest odwrotnie proporcjonalna do zdol-
nosci przerzutowania danego czerniaka, niezaleznie od
jego grubosci. Analizujac ilos¢ mRNA dla melastatyny
u 150 chorych z czerniakiem ograniczonym do skoéry, au-
torzy stwierdzili, ze spadek mRNA koreluje ze wzrostem
inwazyjnosci nowotworu.

Ciekawe wydaja sie takze doniesienia dotyczace muta-
cji gendw: NRAS, BRAF, PTEN/MMACI w hodowlach komo-
rek czerniaka. Geny te, nalezace do wspdlnej rodziny ras
biorgcej udziat w przekazywaniu sygnatéw mitogennych
wewnatrz komorki, wydaja sie Scisle ze sobg powigzane.

Tsoa i wsp. [10] wykazali zaleznos¢ pomiedzy aktywa-
cja NRAS iinaktywacjg PTEN/MMACI w komérkach czer-
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niaka. PéZniejsze badania zwracaja uwage na zwigzek ak-
tywnosci genu BRAF z aktywnoscia genu NRAS [11]. Wresz-
cie kolejne badania Tsoa i wsp. [12] sugerujg mozliwg ko-
operacje pomiedzy aktywacja genu BRAF i inaktywacja ge-
nu PTEN w celu uaktywnienia Sciezki NRAS i promocji
tumorogenezy.

Gen PTEN/MMACI znajdujacy sie na chromosomie
10q jest zwigzany z choroba Cowdena. W badaniach Ind-
sto i wsp. [13] 48% czerniakéw dajgcych przerzuty wyka-
zato delecje duzych obszaréw w obrebie chromosomu 10q.
W innym badaniu w 26% komorek z hodowli czerniaka
stwierdzano delecje wtasnie w genie PTEN [14]. Wyniki
tych badan wskazuja, ze wraz z progresja czerniaka do-
chodzi do spadku poziomu lipidowo-proteinowej fosfata-
zy, produktu genu MMACI.

Gen BRAF, ktérego produkt jest jedna z 3 kinaz sery-
nowo-treoninowych, w postaci zmutowanej (wykazujacej
wieksza aktywnos¢ jako kinaza), wystepuje statystycznie
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czesciej u chorych z czerniakiem na skérze w mniejszym
stopniu narazonej na dziatanie promieniowania stonecz-
nego. Chorzy z czerniakiem na skérze w duzym stopniu
eksponowanej na Swiatto nie wykazujg mutacji genu BRAF
[15]. Badania te sugeruja, ze do rozwoju czerniaka prowa-
dzi¢ moga co najmniej 2 niezalezne drogi.

Do molekularnego rozréznienia pomiedzy grupami ry-
zyka zachorowania na czerniaka u 0séb o réznych feno-
typach i o réznym narazeniu na promieniowanie ultrafio-
letowe moga réwniez stuzy¢ badania nad polimorfizmem
innego genu, kodujacego receptor typu pierwszego dla
melanokortyny (MCIR).

Po ekspozycji na swiatto stoneczne w skérze docho-
dzi do zwiekszenia melanogenezy poprzez bezposrednie
dziatanie promieniowania na komérke melanocytu, zwiek-
szona lokalng produkcje a-MSH (a-Melanocyte-Stimula-
ting Hormone) oraz dzieki parakrynnemu wptywowi tlen-
ku azotu produkowanego w keratynocytach. o.-MSH wig-
z3c sie z receptorem MCIR na melanocytach, stymuluje
aktywnos¢ tyrozynazy poprzez podniesienie poziomu
cAMP i w efekcie pobudza proces produkcji melaniny. Pig-
mentacja skory jest uwarunkowana wystepowaniem w
niej melaniny, ktéra wystepuje w dwdch formach: (1) ja-
ko barwnik czarnobrazowy, czyli eumelanina, oraz (2) ja-
ko barwnik zéttopomaranczowy — feomelanina. Fenotyp
barwnikowy skoéry zalezy od proporcji w zawartosci fe-
omelaniny i eumelaniny. Osoby o jasnej karnacji i rudych
wtosach (tzw. fenotyp RHC — ang. red hair colour) wyka-
zuja przewage feomelaniny i ograniczona zdolnos¢ do pro-
dukcji eumelaniny. Eumelanina ma charakter fotoprotek-
cyjny, feomelanina natomiast uwrazliwia tkanki na dzia-
tanie promieni UV oraz powstajacych reaktywnych form
tlenu. Poczatkowe etapy powstawania obu odmian barw-
nika sg takie same. Dopakinon to ostatni wspélny prekur-
sor obu barwnikéw. Ostateczna forma melaniny zalezy
od receptora typu pierwszego dla melanokortyny, ktéry
odgrywa kluczowa role w procesie melanogenezy.

Aktywacja receptora MCIR w efekcie prowadzi do pro-
dukcji eumelaniny. Zmiany w obrebie biatka budujacego
receptor MCIR prowadza do mniej wydajnej stymulacji
produkcji cAMP w poréwnaniu z receptorem niezmienio-
nym, w odpowiedzi na dziatanie hormonu a-MSH. Gen
dla biatka receptorowego MCIR jest zlokalizowany na
chromosomie 16¢g24.3 i odpowiada za powstanie 317 ami-
nokwasowego produktu [16].

Prowadzone ostatnio badania genetyczne wykazaty,
ze posiadany wariant genu dla receptora MCIR ma istot-
ny wptyw na fenotyp barwnikowy. Niektére allele genu
MCIR silnie predysponuja do wystepowania rudych wto-
sow i jasnej karnacji skory [17]. Na $wiecie zidentyfikowa-
no kilkadziesigt réznych alleli genu MCIR. Dane z litera-
tury wskazuja na to, ze wiele z nich jest zwigzanych z ja-
sna skora, wystepowaniem przebarwien oraz sktonnoscig
do pojawiania sie znamion barwnikowych [18]. Osoby
o takim fenotypie powinny by¢ bardziej narazone na dzia-
tanie promieni ultrafioletowych, prawie sie nie opala¢, do-
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znajac oparzen. Wiekszos¢ publikacji jest zgodna co do
tego, ze mutacje Argl51Cys, Argl60Trp maja kluczowe zna-
czenie w powstawaniu takiego fenotypu [19]. Po raz pierw-
szy badacze brytyjscy [20] wykazali, ze niektére warianty
genu MCIR wystepuja czesciej u pacjentdw z czerniakiem.
Valvedre i wsp. [20] stwierdzili, ze mutacja Asp84Glu wy-
stepowata wytacznie u 0séb chorych na ten nowotwor.
Jednoczesnie prowadzone ostatnio badania australijskie
obejmujace duza grupe chorych (460 z czerniakiem oraz
399 kontroli) nie potwierdzity tych wynikéw. Wykazano
natomiast zaleznos¢ pomiedzy obecnoscig innych alleli:
Argl51Cys, Argl60Trp, Asp294His a zwiekszona zachoro-
walnoscig na czerniaka skory. Ta korelacja okazata sie
jeszcze silniejsza u 0séb z czerniakiem oraz ciemniejsza
karnacja skéry (typ 1l i IV wg skali Fitzpatricka). Badacze
ci sugeruja, ze powyzsze mutacje w genie MCIR moga
zwiekszac ryzyko zachorowania na czerniaka w sposéb
niezalezny od ich wptywu na fenotyp pigmentowy [21].

Badania populacyjne w Wielkiej Brytanii wykazaty, ze
wystgpienie w genie MCIR mutacji Asp84Glu, Val92Met,
Asp294His nie zwiekszato ryzyka czerniaka w catej popu-
lacji badanych, ale u 0séb posiadajacych ciemniejsza,
mniej wrazliwg na stonce skore [22]. Natomiast wysta-
pienie tych wariantéw genu nie miato wptywu na zwiek-
szenie zachorowalnosci na czerniaka u 0séb z i Il typem
skory, czyli tatwo ulegajacych oparzeniom stonecznym.

Interesujace sa wyniki badanh przedstawiajacych za-
leznos¢ pomiedzy odpowiedzia skéry na promieniowanie
stoneczne a obecnoscia réznych wariantéw genu MCIR.
W eksperymencie Healy i wsp. [23] stopien nasilenia opa-
lenizny po regularnym nastonecznieniu byt zalezny od
liczby obecnych wariantéw genu. Badania grupy badaczy
holenderskich wykazaty, Ze penetracja zmutowanego ge-
nu pI6 moze by¢ zwiekszona poprzez réwnoczesna obec-
nos¢ wariantéw genu MCIR warunkujacych wystapienie
jasnego fenotypu [24].

W perspektywie obiecujace wydaje sie wykorzysta-
nie wynikéw badania obecnosci wariantow genu MCIR
w diagnostyce czerniaka.

Zrozumienie genetycznych podstaw lezacych u pod-
stawy czerniaka ma ogromne znaczenie prognostyczne,
pozwala bowiem na wyodrebnienie grup zwiekszonego
ryzyka zachorowania, a by¢ moze w przysztosci pozwoli
na wyprzedzenie zachowania nowotworu na podstawie
jego genetycznego odcisku palca.
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