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Summary: Purpose: The aim of the study was evaluation of genetic changes: loss of heterozygosity (LOH) and microsatellite
instability (MSI') in the genome of cells of the uveal melanoma.

Material and methods: The incidence of MSI and LOH in cells of uveal melanomas was examined in tissue specimens
obtained at surgical resection of the tumour in 14 patients. The results were related to respective MSI and LOH
incidence in the genome of peripheral blood cells of the same patients. DNA was isolated with organic extraction. The
fluorescent multiplex polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify microsatellite loci included in commercially
available human identification kits. Phenotyping was performed with the use of ABI Prism 310 Genetic Analyzer.
Results: MSI and LOH was found in 6 of 14 cases of uveal melanoma, manifested at one or more loci. MSI was present
in chromosomes 3, 11 and 16. LOH was detected in chromosomes: 2, 3, 8, 13, 16 and 19. Genetic instability of the
LOH / MSI type was detected in 3 patients with long anamnesis and large tumor infiltrating retrobulbar structures (pT4
feature). Two patients died within a year because of generalized cancer disease.

Conclusions: 1 Loss of heterozygosity and microsatellite instability is present in uveal melanomas. 2. Genetic instability
of LOH / MSI type associates with advanced size of tumour and progression of neoplastic disease.

Stowa kluczowe: czemiak ztosliwy naczyniéwki, zaburzenia genetyczne, utrata heterozygotycznosci, niestabilnos¢ mikrosatelitarna.
Key words:  choroidal melanoma, genetic instability, loss of heterozygosity (LOH), microsatellite instability (MSI).

Ogromy postep w badaniach genetycznych przyczynit sie do
innego spojrzenia na istote procesu nowotworowego. Obecnie
uwaza sie, ze jest to choroba gendw, a nowotwdr zfosliwy stanowi
nastepstwo kumulacji btedéw genetycznych w pojedynczej, pier-
wotnie prawidfowej komérce. Mutacje w protoonkogenach i genach
supresorowych doprowadzaja do powstania klonéw komorek,
obdarzonych selektywng zdolnoscig proliferacji. Analiza ich mate-
riatu genetycznego stwarza szanse zidentyfikowania mutacji, cha-
rakteryzujacych btedne transformacje komérkowe.

Wazna role w diagnostyce molekularnej odgrywa posrednia
analiza genetyczna, czyli badanie naturalnego polimorfizmu gene-
tycznego DNA i markeréw. Szczegolnie przydatna jest metoda
badania polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych. W genomie
cztowieka znajduje sie okoto 100 tysiecy tzw. loci z tym typem
sekwendji. Sekwencje te, zfozone z 1 do 6 nukleotydow, pojawiaja
sie w pojedynczym locus od 5 do 100 razy, a rozfozone sg co 6-10
kpz (103 par zasad). Do analizy dziedziczenia uszkodzonego genu
wykorzystywany jest zazwyczaj polimorfizm markera genetyczne-
go, pozwalajacy rozszyfrowac sekwencje mikrosatelitarne, najcze-

$ciej sekwencje nukleotydéw (CA) n/ (GT). Analiza markera gene-
tycznego sprowadza sie do oceny zmiany w strukturze, sekwencji
lub ekspresji materiatu genetycznego, potozonego blisko znanych
lub prawdopodobnych loci genéw supresorowych.

W komérkach ulegajacych transformacji nowotworowej obserwu-
je sie na ogdét zmiany genomu komérkowego w postaci: 1) utraty
heterozygotycznosci — LOH (loss of heterozygosity), ktéra jest wyni-
kiem delecji fragmentu DNA, i 2) niestabilnosci mikrosatelitarnej — MSI
(microsatellite instability), czyli zmiany jakosciowej, polegajacej na
przesunieciu lub przeobrazeniu intensywnosci fragmentu w sekwengji
mikrosatelitarnej w poblizu genu naprawczego DNA, prowadzacej do
tzw. btedu replikacji. Poniewaz LOH i MSI pojawiajg sie szczegoinie
czesto w roznego typu nowotworach ztosliwych, przypuszcza sie, ze
markery mikrosatelitarne mogq znacznie ufatwi¢ wykrywanie i rozpo-
znawanie predyspozycji do rozwoju takich nowotwordw (18).

Wobec powyzszego celem pracy jest zidentyfikowanie zmian
o typie LOH i MSI w genomie komorek nowotworowych guzéw
barwnikowych bfony naczyniowej oka oraz okreslenie czestosci ich
wystepowania.
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Wielkos¢ guza Klasyfikacja
Lp. Pie¢ Wiek Lokalizacja guza Srednica/ wysokos¢ (mm) patologiczna
No Sex Age Localization Size of tumor Patological clasification
diameter/ height (mm) T N M
1 M 52 gora - skron 26,9x54 4 1 0
2 M 64 dot - skron 29,1x5,8 4 1 0
3 K 65 gora - skron 24,6 x4,9 4 0 0
4 K 67 dof - skron 23,0x3,9 3 0 0
5 K 68 dot - nos 12,5x7,8 3 0 0
6 K 38 gora - nos 23,4x3,5 3 0 0
7 M 59 gora - skron 18,5 x4,7 3 0 0
8 K 57 gora - skron 12,4 x 5,0 2 0 0
9 M 74 dot - nos 17,9x7,9 3 0 0
10 K 66 dof - nos 14,2 x 5,6 3 0 0
" K 71 gora - skron 12,1x4,8 2 0 0
12 M 62 goéra - skron 10,2 x3,9 2 0 0
13 K 68 dof - skron 16,3 x 3,1 3 0 0
14 M 59 dot - nos 13,8x4,9 2 0 0
Tab. I. Dane kliniczne badanych pacjentow.

Tab. I.

Materiat
Badaniami objeto grupe 14 oséb, 8 kobiet i 6 mezczyzn, w wie-
ku od 36 do 74 lat (62,1 = 10,6), leczonych w Klinice Okulistyki

Lokalizacja chromosomowa
Chromosomal localization

Badane markery
Analyzed markers

3p D351358
12p 12pter VWA
16q24-ter D165S539
2¢35-37.1 D251338
8 D8S1179
21911.1-g21 D211S11
18g21.3 D18S51
19912-13.1 D195433
11p15.5 THO1
4928 FGA
2p23-2pter; intron 10 TPOX
4q28; intron 3 FGA
7q D75820
13922-q31 D135317
5q33.3-34 CSF1PO
2p22.3-16.1 BAT 26

Tab. Il. Badane markery mikrosatelitarne i ich lokalizacja chromosomowa.
Tab. Il. Analyzed microsatellite markers and their chromosomal
localization.

Clinical characteristic of tested patients. T - tumor, N - nodulus, M - metastases.

Akademii Medycznej w Biatymstoku w latach 2000-2001, z podej-
rzeniem czerniaka ztosliwego btony naczyniowej oka. Petne badanie
okulistyczne zostato poszerzone o badania ultrasonograficzne gatki
ocznej w prezentacji A i B, kolorowa ultrasonografie dopplerowska
(CD, PD) oraz angiografie fluoresceinowg. W niektérych przypad-
kach wykonano tomografie komputerowa gatki ocznej i oczodotu.
Ze wzgledu na rozlegto$¢ procesu nowotworowego (zmiana endo-
fityczna obejmowata od 1/, do %3 przestrzeni wewnatrzgatkowej)
u wszystkich chorych leczeniem z wyboru byta enukleacja gatki
ocznej, tym bardziej ze po konsultacji onkologicznej wykluczono
mozliwo$¢ zastosowania brachyterapii. Zestawienie materiatu kli-
nicznego przedstawia tab. .

Fragmenty tkanki guza, wypreparowane z usunietych gatek
ocznych, poddano badaniu histopatologicznemu. We wszystkich 14
przypadkach potwierdzone zostato wczeéniej postawione kliniczne
rozpoznanie czerniaka ztosliwego btony naczyniowe;.

Metodyka

Materiatem do badan genetycznych byly fragmenty tkanki
nowotworowej, pobrane w trakcie zabiegu operacyjnego i zamro-
zone do momentu izolacji DNA, oraz krew obwodowa z zyty tokcio-
wej chorego. Materiat genetyczny komérek krwi obwodowej stano-
wit wzorzec poréwnawczy.

Etapy badania byty nastepujace:

1. lzolacja DNA metodg cheleksowa (16) oraz organiczna; dodat-
kowe oczyszczanie w mikrokolumnach (6).

2. Amplifikacja multipleksowa loci STR na wybranych chromoso-
mach oraz analiza fenotypowa z uzyciem analizatora genetycz-
nego 310 ABI Prism 31 (Applied Biosystems USA) i komercyjnie
dostepnych zestawdw. W badaniach wstepnych uwzgledniono
markery na chromosomach: 2., 3., 4., 8., 11,,12,,13,, 16., 18,,
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19.121. Dodatkowo dokonano analizy uktadu mikrosatelitarne-
go BAT 26 (2), co obrazuje tab. Il.

3. Okreslenie czestotliwosci wystepowania niestabilno$ci mikrosa-
telitarnej (MSI) i utraty heterozygotycznosci (LOH) w badanych
przypadkach.

Ad. 2. Analiza markerow w systemie multiplex

Amplifikacje i typowanie z uzyciem multipleksowegoo systemu
AmpFISTR SGM Plus (Applied Biosystems, USA) przeprowadzono
zgodnie z zaleceniami producenta. Elektroforeze i analize alleli
wykonano z uzyciem analizatora genetycznego 310 ABI Prism.
Pomiar wielkosci produktéw amplifikacji przeprowadzono w odnie-
sieniu do wewnetrznego standardu wielkosci (ROX 500) za pomoca
programu komputerowego ABI Prism Gene Scan Analysis 2.1.
Genotypowania dokonano na podstawie wynikéw pomiaréw dtu-
gosci produktéw amplifikacji w odniesieniu do drabiny alleli z uzy-
ciem programu komputerowego ABI Prism Genotyper 2.0.

Analiza markera BAT 26

Amplifikacja enzymatyczna

Preparaty DNA poddano enzymatycznej amplifikacji (PCR) z uzy-
ciem polimerazy Taq, nukleotydéw firmy Promega (USA) oraz
komercyjnie syntetyzowanych primeréw o nastepujacych sekwen-
qjach:
< primer 1: TGA, CTA, CTT, TTG, ACT, TCA, GCC,
< primer 2: AAC, CAT, TCA, ACA, TTT, TTA, ACC.

Elektroforeza

Fragmenty rozdzielono, stosujac elektroforeze poziomg w nie-
ciggtym systemie buforowym na cienkowarstwowych zelach polia-
kryloamidowych w warunkach niedenaturujacych. Barwienie zeli
wykonano metodg srebrowa. Wielkos¢ produktéw amplifikacji
odnoszono do wzorca wielkosci 100bp (Gibco, BRL).

Wyniki

Badaniom poddano 14 par prébek DNA z guza melanoma mali-
gnum choroideae i odpowiadajacych im prébek krwi obwodowej.
Wyniki zamieszczono w tab. IIl.

W 6 przypadkach (42,8%), oznaczonych numerami 1, 2, 3, 10, 11
i 12, obserwowano dwa typy zmian mikrosatelitarnych: 1) niestablil-
no$¢ mikrosatelitarng (MSI), polegajaca na zmianie ruchliwosci elek-
troforetycznej alleli lub wielkosci pikéw, oraz 2) utrate heterozygo-
tycznosdci (LOH). MSI dotyczyta chromosoméw 3., 6. i 11.; LOH —
chromosomoéw: 2., 3., 8., 13., 16. i 19. Utrate heterozygotycznosci
w loci BAT 26 stwierdzono w 5 przypadkach (35,7%), tych samych,
w ktorych w obrebie innych markeréw obserwowano MSI lub LOH
(prébki: 2, 6, 8, 11, 12).

U pacjentéw z numerami 1, 2 i 3, z wywiadem chorobowym
trwajgcym od 6 do 9 miesiecy, oftalmoskopowo i ultrasonograficz-
nie stwierdzono w kwadrantach skroniowych guzy znacznych roz-
miar6w z towarzyszacym naciekiem pozagatkowym. Stopiefi
zaawansowania anatomo-klinicznego tych guzow (cecha pT) okre-
$lono jako T4. Z powodu uogdlnienia sie procesu nowotworowego
dwie z tych trzech oséb zmarly: jedna po 2 miesigcach od enukle-
acji, druga po 6 miesigcach. W badaniu przed operacjg w obu tych
przypadkach stwierdzono zajecie okolicznych weztéw chtonnych.
U pozostatych trzech pacjentéw, oznaczonych numerami 10, 11
i 12, guzy nie osiggnety tak duzych rozmiaréw, zgodnie z kryteriami

pT zakwalifikowano je do grupy T2 i T3. W wiekszosci przypadkow
guzy zlokalizowane byty w kwadrantach skroniowych.

Dyskusja

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna (MSI) i utrata heterozygotyczno-
4ci (LOH) sa to zaburzenia w strukturze genomu, mogace wystepo-
wac w komérkach w trakcie transformacji nowotworowej. LOH jest
procesem, w ktérym komoérka traci, np. poprzez inaktywacje, frag-
ment chromosomu zawierajacy jeden aktywny, prawidfowy allel
genu supresorowego transformacji nowotworowej. Inaktywacja
taka dotyczy najczesciej markera nowotworowego, zwigzanego
z genem przeciwnowotworowym. MSI natomiast stanowi prze-
ksztatcenie jakosciowe w sekwencji powtdrzeniowej, czyli zmiane
liczby powtorzen wstawki lub utrate motywu powtérzen, prowadza-
@ w konsekwendji do powstania btedu replikacji i Swiadczaca
posrednio o mutacji w genie mutatorowym.

Wybér badanych chromosoméw, jak réwniez poszczegdinych
ich regionow, w ktorych mozliwy jest defekt genetyczny, jest
w duzej mierze sprawg przypadkowa. Nie jest bowiem dokfadnie
znana lokalizacja wszystkich protoonkogenéw i genéw supresoro-
wych, majacych wplyw na stabilno$¢ genomu komérkowego.
Pierwsze badania zjawiska niestabilnosci mikrosatelitarne;
w guzach barwnikowych dotyczyly czerniaka ztosliwego skéry
i obejmowaty stosunkowo duzy, liczacy 35-62 przypadki, materiaf
badawczy (3,4,14). Szczegolng uwage zwrécono wéwczas na chro-
mosomy: 2., 3., 5., 6., 17. i 18. Wedtug réznych autoréw MSI
stwierdza sie w blisko 20% badanych guzéw w chromosomie 9.
(loci 21 i 22). LOH w chromosomie 9. spotyka sie znacznie czesciej,
bo w 22-40% (3,14), a nawet w 71% przypadkow (11). Zauwazono
réwniez nastepujgcg prawidtowos¢: LOH w regionie p21 chromoso-
mu 9. wystepuje czesciej w zmianach rozlegtych (3,4).

Genetyka czerniaka ztosliwego btony naczyniowej jest gorzej
poznana. Wynika to z mniejszej czestosci wystepowania tego
nowotworu, mniejszej dostepnosci do badania bezposredniego i,
co za tym idzie, ze znacznie skromniejszego materiatu badawczego.
Millikin i wsp. (9) badali mikrosatelity u 20 pacjentow z czerniakiem
bfony naczyniowej w wielu chromosomach (1., 12, 17., 18.), zwra-
cajac szczegolng uwage na chromosom 6. (loci c-MYB, ESR). Wykry-
li oni LOH w ponad 40% badanych przypadkéw. Zmiany w innym
locus chromosomu 6. wykazali Metzelaar i wsp. (7). Badajac 20
preparatéw czerniaka ztosliwego bfony naczyniowej, stwierdzili oni
LOH w 55% w locus D6S105 i w 40% w locus D6STNFa badanych
guzow.

Dobrze poznany jest region 9p21-23, badany przez Ohta i wsp.
(10,11) oraz Merbsa i wsp. (7) na materiale rzedu 19-33 przypad-
kow. Autorzy ci sugerujg, ze uszkodzenie genéw CDKN4 i CDKN2
(grupa kinaz, zaleznych od cyklu komérkowego), poprzez zaburze-
nia fosforylacji biatek, prowadzi do deregulacji cyklu komérkowego
i tym samym moze stanowic¢ zwigzek przyczynowo-skutkowy z roz-
wojem nowotworu btony naczyniowej. Podobnie Peris i wsp. (14),
badajac region 9p21, stwierdzili LOH w 40% sposréd 40 przypad-
kéw, w regionie za$ 9p22 — w 22% badanych guzéw. Przypuszczal-
nie w okolicy markeréw MT51 i CDKN2 znajduje si¢ gen supresoro-
wy, ktérego dysfunkcja zapoczatkowuje proces nowotworowy.
Z uszkodzeniem tego samego chromosomu wigze sie réwniez
uogdlnianie sie procesu nowotworowego, zjawisko MSI bowiem
wystepuje czesciej w przypadku obecnosci przerzutéw (12). W swo-
ich badaniach Takata i wsp. (17) analizujg réznice w wystepowaniu
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14 HZ HZ HZ HZ HZ HZ HZ HZ
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Tab. Ill. Zmiany mikrosatelitarne w badanej tkance guzowej. LOH - utrata heterozygotycznosci, MSI - niestabilno$¢ mikrosatelitarna, HZ - heterozygota, HM

- homozygota.

Tab. lll. Microsatellite changes in tested tumors. LOH - loss of heterozygosity, MSI - microsatellite instability, HZ - heterozygote, HM - homozygote.

LOH w subklonach komérkowych chromosoméw 6., 9., 10. i 18.,
pochodzacych z ogniska pierwotnego (10 przypadkéw) i przerzuto-
wego (15 preparatdw). Moze sie to okaza¢ przydatne w ocenie
leczenia i szacowaniu rokowania. Spostrzezono takze, ze uszkodze-
nia w chromosomie 9. dominujg u oséb starszych (15).

Badania Parrelli i wsp. (13), Sisleya i wsp. (14) oraz Blasiego (1)
wykazuja wystepowanie LOH i MSI w réznych loci chromosoméw
3., 8. 6. Zmiany w analizowanych markerach genetycznych stwier-
dzano w 28% do 60% badanych guzéw. Isskiki i wsp. (5) zwracaja
uwage na chromosom 10., gdzie na ramieniu dfugim znajduja sie
geny supresorowe, ktérych dysfunkcje w posredni sposéb okresla
obecno$¢ LOH w ponad potowie analizowanych przypadkéw, i to az
w 10 réznych loci.

Konsekwentnie prowadzone badania zmian mikrosatelitarnych
LOH i MSI w loci réznych chromosoméw sprawiaja, ze liczba chro-
mosoméw, w ktérych te zjawiska nie zostaty jeszcze opisane, jest
coraz mniejsza. Potencjalnie niezidentyfikowane markery nowotwo-
rowe dotycza chromosoméw: 15., 20. i 21. Jednak wstepne bada-
nia, przeprowadzone przez Isskikiego i wsp. (5), sugeruja, ze
w obrebie wtasnie tych chromosoméw nie stwierdza sie zaburzen
genetycznych, mogacych doprowadzi¢ do transformacji nowotwo-
rowej w btonie naczyniowej oka.

Analiza wstepnych wynikéw naszych badar, z wykorzystaniem
posiadanych zestawéw paneli do badan ukfadéw mikrosatelitar-
nych markeréw nowotworowych, wykazata w 6 na 14 przypadkéw
(42,8%) zaburzenia w genomie komorek czerniaka zfosliwego btony
naczyniowej. Utrate heterozygotycznosci obserwowalismy w obsza-
rze markerow, zlokalizowanych w chromosomach 2., 3., 8., 13., 16.
i 19. Podobng lokalizacje uszkodzen podajg réwniez inni autorzy

(2,3,13). Zmiany jakosciowe w markerach (MSI) dotyczyty chromo-
soméw 3., 10. i 11., co pokrywa sie z wynikami badan Parrellego
i wsp. (13), Sisleya i wsp. (15) oraz Blasiego i wsp. (1).

Sktonno$¢ do powstawania defektéw genetycznych dodatkowo
potwierdza 5 dodatnich wynikéw w markerze BAT. Najczesciej, bo
w 5 przypadkach, stwierdzalismy je w ukfadzie mikrosatelitarnym
BAT26. Jest to sekwencja poliadeninowa, znajdujaca sie w intronie 5.
genu reperacyjnego hMSH2 (2p22.3-16.1). Niestahilnos¢ tego marke-
ra moze mie¢ wptyw na prawidtowe dziatanie genu, np. moze spo-
wodowac zaburzenie kontroli proceséw naprawczych. Podobnie nie-
stabilnos¢ markera D251338, zlokalizowanego na chromosomie 2.
w poblizu genu (2935g31.1), ktory koduje synteze fosfatazy tyrozyny
— aminokwasu, bedacego wyjsciowym substratem w przemianach
barwnikowych — moze mie¢ zwigzek z zaburzeniem genomu pier-
wotnie prawidfowych melanocytéw. Podobnie réwniez stwierdzone
przez nas w 3 przypadkach uszkodzenia w obrebie chromosomu 13.,
w poblizu markera 13q31-g32, kodujgcego tzw. proteine 2, zwigzang
z tyrozyng, mogy destabilizowaé prawidfowe przemiany melaniny
w komorkach czerniaka ztosliwego.

Wydaje sie, ze czestos¢ wystepowania zaburzen w ukfadach
mikrosatelitarnych w loci prawdopodobnych markeréw nowotworo-
wych koreluje z wielkoscig guza i jego ekspansjg. W naszych badaniach
zmiany genomu obserwowano w zaawansowanych guzach, o $redni-
¢y 24,6-29,1 mm i wysokosci 4,9-5,8 mm, okreslanych w klasyfikadji
patologicznej jako stopien najwyzszy — pT4, oraz ze stwierdzonymi
w 2 przypadkach przerzutami do weztéw chfonnych (N1). Konsekwen-
Cja ekspansiji procesu rozrostowego byt zgon 2 pacjentow.

Poréwnywanie wynikow, uzyskiwanych przez réznych naukow-
cOw, jest niezmiernie trudne, a czasami wrecz niemozliwe, ponie-
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waz badajac zjawisko niestabilnosci genetycznej w obrebie tych
samych chromosomow, z reguly analizowano rézne markery. Na
przyktad w chromosomie 9. Ohta i wsp. (10) okreslali markery
D9S157 i D9S171, natomiast Smeds i wsp. (16) — marker D9S736.
Jednak prace dotyczace tego tematu umozliwiajg tworzenie coraz
bardziej kompletnego wizerunku mapy genetycznej, determinujacej
przebieg choroby nowotworowej, w tym takze czerniaka ztosliwego
bfony naczyniowej oka. Innymi stowy, w badaniach tych bardziej
chodzi o uzupetnianie i kompletowanie informacji w tym zakresie
niz wytacznie o poréwnywanie wynikdw, uzyskiwanych przez
poszczeg6lnych autoréw.

Reasumujgc, ocena polimorfizmu sekwencji DNA moze by¢
wykorzystywana jako wskaznik istnienia defektu genetycznego
i moze $wiadczy¢ o predyspozycjach do zachorowania na chorobe
nowotworowa, nie oznacza to jednak stuprocentowej pewnosci co
do takiej prognozy. Wykrywanie genetycznych markeréw nowotwo-
rowych stwarza nadzieje na wczesne rozpoznawanie predyspozycji
do transformacji nowotworowe;.

Whnioski

1. Niestabilnos¢ genetyczna typu LOH i MSI bywa obecna
w guzach bfony naczyniowej oka.

2. Zaburzenia w genomie komorki nowotworowej o charakterze
LOH i MSI wykazuja zwiazek z rozmiarem guza oraz stopniem
zaawansowania choroby nowotworowej.
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