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W 41 przypadkach sporadycznego
pierwotnego czerniaka oka badano
ekspresje biatka p16, mutacje punk-
towe i metylacje wysp CpG w obre-
bie promotora genu p16. Ekspresje
biatka p16 oceniano immunohisto-
chemicznie, a mutacje przy uzyciu
techniki PCR-SSCP. Metylacje wysp
CpG w obrebie odcinka promotoro-
wego badano stosujgc reakcje PCR
po uprzedniej modyfikacji DNA. W 15
proc. przypadkow czerniaka naczy-
niowki w mniej niz 10 proc. komorek
nowotworowych stwierdzono obec-
nosc biatka p16, w 70 proc. przypad-
kow obecnosc biatka stwierdzono
w mniej niz 50 proc. komdrek nowo-
tworowych, a w 7 proc. przypadkow
ekspresje biatka p16 stwierdzono
w ponad 80 proc. komorek nowotwo-
rowych. Stopieri ekspresji biatka p16
byt zwigzany z typem histopatologicz-
nym, a nie ze stopniem histologicznej
inwazyjnosci tego nowotworu. W ba-
danym materiale nie stwierdzono mu-
tacji punktowych ani metylacji wysp
CpG w obrebie odcinka promotoro-
wego genu p16. W dwdch przypad-
kach stwierdzono polimorfizm w ko-
donie 84 (GAC/GAT).

Stowa kluczowe: czerniak oka, muta-
cje, metylacja wysp CpG, gen p16,
ekspresja biatka p16

In 41 cases of sporadic primary uve-
al melanoma expression of p16, mu-
tations in coding region and methyla-
tion of CpG islands in promotor re-
gion were studied. Expression of p16
was studied by immunohistochemi-
stry and recorded by assessment of
proportion of positive tumor cells and
staining intensity. Results were
expressed as staining index (IRS).
Point mutations and mrthylation of
CpG islands in promotor region of this
gene were analyzed by PCR-SSCP
method and PCR combined with che-
mical modification of studied DNA. In
15% of cases less than 10% of mela-
noma cells were p16 positive, in 70%
of cases less than 50% of cells, whi-
le in 7% more than 80% of cells sta-
ined for p16 (mean IRS for all cases
was 4.87-2.73). Analysis of intragenic
mutations revealed in two patients
substitution in codon 84 GAC/GAT —
silent mutation. No methylation in
CpG island in promotor region of p16
was found.
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WSTEP

W 13 proc. przypadkéw czerniak rozwija
sie w obrebie gatki ocznej, co sprawia, ze
gatka oczna jest drugim, co do czestosci
pierwotnym miejscem wystepowania tego no-
wotworu. Pomimo ze czerniak skory, jak
i czerniak oka rozwijaja sie z tej samej ko-
morki — melanocyta — biologia tych dwdch
nowotworéw znacznie sie rézni. Réznice
przebiegu klinicznego obu typdw czerniaka
moga by¢ spowodowane rdéznicami anato-
micznymi lub odpowiedzig immunologiczna;
oko nalezy do tzw. narzgdéw immunologicz-
nie uprzywilejowanych [1]. Prawdopodobnie
inne czynniki, w tym genetyczne biorg row-
niez udziat w powstawaniu i przebiegu tego
nowotworu. W przypadkach np. czerniaka
skory udato sie zidentyfikowac niektdre czyn-
niki genetyczne, zaangazowane w jego po-
wstawanie i progresje. Szczegdlne zaintere-
sowanie budzg ostatnio zmiany w genie p16,
zarowno w przypadkach sporadycznie wy-
stepujacych czerniakow skory, jak i w dzie-
dzicznych jego formach [2]. Gen p16
(CDKN2A) zostat zlokalizowany na chromo-
somie 9p21. Gen ten koduje dwa biatka: p16
i p19ARF. To drugie biatko powstaje na dro-
dze alternatywnego sktadania niedawno zi-
dentyfikowanego eksonu 1B [3]. Obydwa
biatka sg inhibitorami kinaz zaleznych od cy-
klin CDK4, co prowadzi do zatrzymania cy-
klu komdrkowego. Z tej przyczyny gen p16
zostat zaliczony do grupy genow supresoro-
wych. Mutacje w obrebie czesci kodujacej,
jak i wyciszanie ekspresji p16 na skutek me-
tylacji wysp CpG w obrebie odcinka promo-
torowego tego genu sag czesto znajdowane
w liniach komorkowych czerniaka. Rowniez
tego typu zmiany zostaty stwierdzone w spo-
radycznych czerniakach skory, jednak
z mniejszg czestotliwoscig. Zmiany te nie sg
jedynymi mechanizmami powodujgcymi zmia-
ne ekspresji biatka p16. Analogiczne bada-
nia nie byty do tej pory prowadzone w przy-
padkach sporadycznych pierwotnych czer-

niakéw oka. W zwigzku z tym podjeto anali-
ze ekspresji biatka p16 w réznych typach hi-
stopatologicznych czerniaka naczyniowki w
powigzaniu z ewentualnymi zmianami w ge-
nie p16. W tym celu badano ekspresje biat-
ka p16 przy uzyciu technik immunohistoche-
micznych oraz zmian w obrebie genu p16
przy uzyciu techniki PCR-SSCP i analizy me-
tylacji wysp CpG w obrebie odcinka promo-
torowego.

MATERIAL | METODY

Tkanke nowotworowg pobrano od 41 cho-
rych (srednia wieku 56 lat, 21 do 77 lat).
W 37 przypadkach czerniak byt zlokalizowa-
ny w naczyniowce, w 4 przypadkach w na-
czynidwce i ciatku rzeskowym. Po usunieciu
gatki ocznej, tkanka nowotworowa zostata po-
dzielona na dwie czesci. Czes$¢ utrwalono
w formalinie i przeprowadzono badania histo-
logiczne, ta czes¢ tkanki stuzyta réwniez do
testow immunohistochemicznych. Pozostata
czes¢ tkanki nowotworowej zostata zamrozo-
na w ciektym azocie i postuzyta do ekstrakcji
DNA. Typ histopatologiczny czerniakdw naczy-
nidwki przeprowadzono na podstawie zmody-
fikowanego systemu Callendera [4]. Rozpo-
znano 2 przypadki czerniaka wrzecionowato-
komodrkowego typu B, 11  przypadkow
wrzecionowatokomorkowego typu A + B oraz
28 przypadkdéw typu mieszanego.

Immunohistochemia

Ekspresje biatka p16 badano w tkance
czerniakowej immunohistochemicznie z wy-
korzystaniem znakowanych przeciwciat (strep-
tovidyna/biotyna) w skrawkach parafinowych.
Skrawki o grubosci 4 pm byty odparafinowa-
ne w ksylenie, a nastepnie intensywnie ptu-
kane. Melanine zawartg w skrawkach tkanki
nowotworowej likwidowano poprzez dziatanie
0,25 proc. roztworem nadmanganianu pota-
sowego przez 30 minut, intensywne ptukanie
biezacg woda i dziatanie 5 proc. roztworem
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kwasu szczawiowego przez 2 do 5 minut.
Endogenna peroksydaza byta blokowana
w 1 proc. roztworze H,O, przez 30 minut,
a nieswoiste wigzania blokowano w roztwo-
rze albuminy bydlecej. Inkubacje ze swoistym
przeciwciatem anty p16 przeprowadzano
w rozcienczeniu 1:1500 w temperaturze 40°C
przez noc. Nastepnie inkubowano z przeciw-
ciatem biotynylowanym, ptukano w PBS, bar-
wiono hematoksyling i odwadniano w szere-
gu alkoholi o wzrastajgcym stezeniu i trzech
zmianach ksylenu. W koncowym etapie za-
mykano w balsamie kanadyjskim.
Przeprowadzono réwniez reakcje kontrol-
ne polegajgce na stosowaniu surowicy mysiej
w miejsce swoistego przeciwciata anty p16.

Izolacja genomowego DNA

Genomowe DNA izolowano z zamrozo-
nych w ciektym azocie tkanek nowotworo-
wych po ich shomogenizowaniu. Stosowa-
no standardowg metode z proteinazg K, Kil-
kakrotng ekstrakcja fenolem i chloroformem
oraz precypitacje etanolem. W przypadku
tkanek nowotworowych zawierajgcych du-
zg ilos¢ melaniny, uzyskane DNA oczysz-
czano z zastosowaniem zestawu Wizard
(Promega) lub kolumienek do oczyszcza-
nia DNA (Qiagen) odpowiednio wedtug za-
lecen producenta.

Analiza PCR-SSCP

Do wyszukiwania mutacji punktowych
zastosowano technike PCR-SSCP z wyko-
rzystaniem nastepujacych par starterow:

dla p16 eksonu 1: 1/16F: GGGAGCAG-
CATGGAGCCG; 1/16R: AGTCGCCCGC-
CATCCCCT; dla eksonu 2 genu p16: 2A/16F:
AGCTTCCTTTCCGTCATG, 2A/16R: CCAG-
GTCCACCGGCAGA; 2B/16F: AGCCCA-
ACTGCGCCGAC, 2B/16R: CCAGGTCCAC-
CGGCAGA, 2C/16F: TGGACGTGCGCGATGC,
2C/16R: GGAAGCTCTCAGGGTACAAATTC:
dla eksonu 3 genu p16: 3/16F: CCGGTAGG-
GACGGCAAGAGA, 3/16R: CTGTAGGACC-
CTCGGTGACTGATGA. Startery przed reakcjg
PCR znakowano radioizotopem P* yATP
(3000Ci/mmol, Amersham) na 5 koncu. Re-
akcje PCR wykonywano w objetosci 5 pl. Do
jednostkowej reakcji stosowano nastepujgce
ilosci reagentéw: 1 x bufor do PCR, 1,5 mM
MgCl,, dNTPs 0,2 mM, startery 1 ul,
6 proc. DMSO, Taqg polimeraze 2,5 U/100 pl
oraz 50 ng genomowego DNA. Do powiele-
nia odpowiednich fragmentéw genu p16 sto-
sowano 35 cykli o nastepujgcym profilu ter-
micznym: 94C/5’; 94C/30", 55C/30", 72C/30";
72C/5" - dla fragmentéw eksonu 2 oraz:
94C/5’; 94/30", 58C/30”, 72C/30”; 72C/5’ dla
eksonéw 1 i 3. Zamplifikowane fragmenty
mieszano nastepnie z 95 proc. formamidem
w stosunku 1/9. Po denaturacji termicznej
95C/5" naktadano po 3 pl mieszaniny na
5 proc. zel poliakryloamidowy z dodatkiem 10
proc. glicerolu. Rozdziat SSCP prowadzono
w temperaturze pokojowej przy statej mocy
wynoszacej 15 W. Po rozdziale zele przeno-
szono na bibute typu Whatman 3 MM, suszo-
no i nastepnie poddawano autoradiografii.

Sekwencjonowanie

Pasma wykazujgce inng w stosunku do
pozostatych migracje wycinano z zelu, elu-
owano do wody, a nastepnie poddawano re-
amplifikacji. Otrzymane ta drogg produkty
PCR nanoszono na 1,5 proc. zel agarozowy,
a po elektroforezie wycinano i oczyszczano
z wykorzystaniem zestawu do ekstrakcji DNA
(Qiagen). Oczyszczone w ten sposéb pro-
dukty reakcji PCR stanowity matryce do cy-
klicznego sekwencjonowania z zastosowa-
niem fmol zestawu sekwencyjnego (Prome-
ga). Produkty reakcji sekwencjonowania
nanoszono na 6 proc. zel poliakryloamidowy
zawierajacy 7,5 M mocznik. Po elektroforezie
zel przenoszono na bibute Whatman 3 MM,
suszono i poddawano autoradiografii.

Analiza metylacji wysp CpG odcinka pro-
motorowego genu p16

Catkowite genomowe DNA poddawane by-
to modyfikacji 3 M dwusiarczkiem sodu z 10
mM hydroquinonem wedtug poprzednio opi-
sanej metody [5]. Po modyfikacji DNA
0oczyszczano przy uzyciu zestawu Wizard
(Promega) i eluowano do wody. Reakcje kon-
czono poprzez dodanie NaOH. Nastepnie
DNA precypitowano etanolem, ktére tak przy-
gotowane stanowito matryce w reakcji PCR
z odpowiednio dobranymi starterami [5]. Re-
akcje przeprowadzano w objetosci 10 pl, sto-
sujac nastepujgcy profil termiczny: 95C/10’;
95C/45”, 60C/45", 72C/60"; 72C/5"; cykle te
powtarzano 35 razy. Otrzymane produkty PCR
analizowano w 2 proc. zelu agarozowym.

Statystyka

Analiza statystyczna wynikéw przepro-
wadzona zostata z wykorzystaniem testow
t-Studenta, x2 i korelacji Spearman’a.

WYNIKI

Analiza immunohistochemiczna biatka p16
w komorkach czerniaka oka

Wiegkszos$¢ pozytywnie zabarwionych ko-
morek wykazywata obecnos¢ biatka p16
w jadrze komdérkowym (ryc. 1.). W kilku
przypadkach obserwowano p16 zaréwno
w jadrze komorkowym, jak i w cytoplazmie.
W jednym przypadku czerniaka nie wykry-
to obecnosci p16 (PP-0), w 6 przypadkach
obserwowano mniej niz 10 proc. pozytyw-
nie zabarwionych komoérek (PP-1), w 22
przypadkach byto 10-50 proc. p16 pozy-
tywnych komodrek (PP-2), w 9 przypadkach
50-80 proc. (PP-3), a w 3 przypadkach by-
to wiecej niz 80 proc. pozytywnych komo-
rek (PP-4). Na rycinie 1. pokazano przy-
ktad reakcji immunohistochemicznej.

Analiza PCR-SSCP

W preparatach DNA izolowanego z tkan-
ki czerniakowej pochodzacej od dwdch cho-
rych zaobserwowano réznice migraciji konfor-
merow w elektroforezie SSCP. Po sekwencjo-
nowaniu stwierdzono substytucje w kodonie
84 GAC/GAT, ktéra nie powoduje zmiany ko-
dowanego aminokwasu (Asp/Asp).

Analiza metylacji wysp CpG
w obrebie promotora genu p16

Produkty PCR otrzymano jedynie w reak-
Cji z zastosowaniem starterow pozwalajgcych
na powielanie fragmentéw niemetylowanych.
Ze starterami umozliwiajagcymi powielenie frag-
mentu promotora genu p16 zawierajgcego
zmetylowane wyspy CpG, produkt reakcji
PCR otrzymano jedynie w wypadku zastoso-
wania do tej reakcji matrycy DNA stuzacej ja-
ko kontrola procesu modyfikacji i reakcji PCR.

DYSKUSJA

Analizujac otrzymane wyniki mozna wy-
ciggnac¢ trzy podstawowe wnioski:

D w czerniaku naczynidwki obserwuje sie
obnizenie ekspresji biatka p16,

D zmiany ekspresji biatka p16 mozna po-
wigza¢ z typem histologicznym czernia-
ka naczyniowki,

D mutacje w obrebie genu p16 oraz wyci-
szanie ekspresji poprzez metylacje wysp
CpG odcinka promotorowego tego genu
nie sg mechanizmami zaangazowanymi
w obnizenie, bgdZ utrate ekspresji biatka
p16 w tym rodzaju czerniaka.

Wybarwione na drodze reakcji immunohi-
stochemicznej biatko p16 lokalizuje sie gtow-
nie w jgdrze komorkowym, ale réwniez biatko
to obserwowano w cytoplazmie. W analizowa-
nych przez nas czerniakach naczyniowki biat-
ko p16 obserwowalismy gtéwnie w jadrze ko-
morkowym, a tylko w kilku przypadkach
stwierdziliSmy zaréwno w jgdrze komaorkowym,
jak i w cytoplazmie. Zaobserwowano znaczne
roznice w ilosci pozytywnie wybarwionych ko-
morek i w intensywnosci wybarwienia pomie-
dzy poszczegdlinymi przypadkami. Tylko
w jednym przypadku czerniaka nie stwierdzo-
no pozytywnie wybarwionych komaorek. W ok.
15 proc. przypadkéw biatko p16 wykryto
w mniej niz 10 proc. komorek, a w 70 proc.
przypadkéw w mniej niz 50 proc. komaorek.
Tylko w 7 proc. przypadkow biatko p16 ob-
serwowano w ponad 80 proc. komorek. W ce-
lu uzyskania bardziej adekwatnych wynikéw
zastosowano indeks barwienia IRS. Statystycz-
nie znaczgce roznice zaobserwowano w p16
IRS pomiedzy réznymi typami histopatologicz-
nymi badanych czerniakow oka. Najnizszy in-
deks IRS zaobserwowano w typie mieszanym,
a takze w przypadkach noszacych histologicz-
ne znamiona inwazyjnosci. Dotychczas uka-
zato sie jedno doniesienie na temat zmian
ekspresji biatka p16 w sporadycznym czernia-
ku naczynidwki. W badaniach tych biatko p16
lokalizowano zaréwno w jgdrach komorkowych,
jak i w cytoplazmie. Tylko w 45 proc. przy-
padkéw obserwowano pozytywne barwienie
biatka p16, a w badanym materiale liczba wy-
barwionych komdrek wahata sie od 5 do 25
proc. Nie zaobserwowano natomiast korelacii
pomiedzy typem histopatologicznym a zmia-
nami ekspresji biatka p16. By¢ moze rozbiez-
nos¢ powyzszych wynikdw z uzyskanymi w tej
pracy spowodowana jest uzyciem innymi prze-
ciwciat do detekcji biatka p16 w badanych
tkankach. Coupland i wsp. [6] w swoich ba-
daniach, do analizy biatkka p16 stosowali prze-
ciwciata monoklonalne, podczas gdy w tej
pracy stosowaliSmy przeciwciata poliklonalne.
Ze wzgledu na znikomg ilos¢ danych doty-
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Ryc. 1. Inmunohistochemiczna lokalizacja biatka p16, czerniak oka

A) kontrola - bez pierwszego przeciwciata; B) z anty p16

czacych zmian ekspresji biatka p16 w czer-
niakach oka nasze badania odniesliSmy do
tych prowadzonych w czerniakach skory.
W badaniach Reed i wsp. [7] pokazano, ze
p16 ulega ekspresji na normalnym poziomie
w przypadku czerniakow in situ i w wigkszo-
Sci czerniakow pierwotnych. W 52 proc. przy-
padkéw pierwotnych czerniakéw i w przypad-
ku 72 proc. inwazyjnych obserwowano cze-
Sciowg lub zupetng utrate ekspresji biatka p16.
Podobne wyniki uzyskano w pracach Grove-
ra i wsp. [8], w ktérych wykazano ekspresje
p16 w 96 proc. tagodnych znamion barwni-
kowych i znaczacg redukcje ekspresji w czer-
niakach pierwotnych (31 proc. badanych przy-
padkdéw) i przerzutowych (63 proc. badanych
przypadkow). Réwniez inni autorzy obserwo-
wali utrate ekspresji biatka p16 w inwazyjnych
stadiach czerniaka [9]. Wyniki te sugerujg, ze
utrata ekspresji biatka p16 nie jest zwigzana
z samym etapem transformacji nowotworowe;j,
pojawia sie natomiast w bardziej zaawanso-
wanych stadiach i raczej towarzyszy chorobie
przerzutowej [10].

Jest kilka mozliwych mechanizmoéw inakty-
wacji p16 w czerniakach skory i oka, nalezg
do nich: homozygotyczne delecje [11], LOH
[12], mutacje w obrebie czesci kodujacej ge-
nu, metylacja wysp CpG w obrebie promoto-
ra genu [13] i niestabilno$¢ odcinkdéw mikro-
satelitarnych [14]. W tej pracy badalismy dwa
z wyzej wymienionych mechanizmdéw. Mutacje
w genie p16 znajdowane byty w liniach ko-
morkowych czerniaka. Znajdowano rowniez
mutacje dziedziczne w tym genie w przypad-
kach rodzinnego wystepowania czerniaka sko-
ry. Mutacje somatyczne sg rowniez obserwo-
wane w tkankach czerniaka, ale z nizsza cze-
stotliwoscig [15]. Pomimo to, mate delecje
i mutacje punktowe znajdowane w obrebie ge-
nu p16 wystepuja i moga prowadzi¢ do utra-
ty produktu biatkowego tego genu [16]. My
rowniez analizowaliSmy DNA z tkanki nowo-
tworowej pod katem tego typu zmian stosu-
jac technike PCR-SSCP. W dwdch przypad-
kach stwierdziliémy substytucje C/T. Mutacja
ta jednak nie powoduje zmiany kodowanego

aminokwasu. Innych mutacji nie stwierdzilismy
w badanym materiale, podobnie jak inni au-
torzy analizujgcy zmiany w genie p16 w czer-
niakach oka [17]. W zwigzku z powyzszym
przeprowadziliémy analize metylacji wysp CpG
w obrebie odcinka promotorowego genu p16.
W badanym przez nas materiale nie stwier-
dzilismy tego typu zmian. Merbs i Sidransky
[18] obserwowali metylacje w obrebie promo-
tora genu p16 w dwdch na 33 przypadki. Wy-
niki te mogg sugerowac zatem, ze wyzej wy-
mienione sposoby inaktywacji genu p16 nie
sg charakterystyczne dla czerniaka naczyniow-
ki. W poszukiwaniu innych przyczyn zmniej-
szenia lub utraty ekspresji biatka p16 w czer-
niakach oka analizowano np. markery mikro-
satelitarne. LOH w obrebie loci 9p21
i 9p21-22 zaobserwowano w 24 proc. i 32
proc. przypadkdw czerniakéw oka. LOH w ob-
rebie 9p21 jest czesto znajdowana w przy-
padku sporadycznych czerniakéw skory. Wy-
niki uzyskane w czerniakach pierwotnych
i przerzutowych wskazuja, ze LOH pojawia sie
w poézniejszych stadiach rozwoju czerniaka
skéry [19]. W badaniach tych nie analizowa-
no jednak poziomu ekspresji biatka p16. Zwia-
zek pomiedzy LOH 9p21, a utratg lub zmniej-
szong ekspresjg biatka p16 w czerniakach oka
jest wiec spekulatywny. Mozna oprzec sie je-
dynie na badaniach przeprowadzonych
w czerniaku skory, w ktérych wykazano, ze
zmiany w ekspresji biatka p16 miaty zwigzek
z LOH [19]. Mozliwos¢ tg mamy zamiar
sprawdzi¢ w dalszych badaniach, w ktérych
wykorzystamy materiat pochodzacy od wiek-
szej liczby chorych.
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