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Czerniak skory jest nowotworem o cia-
gle wzrastajacej liczbie zachorowan.
Znajduje sie na jednym z czotowych
miejsc wsrdéd choréb nowotworowych
o wzrastajgcej zapadalnosci. Dlatego
stat sie w ostatnim czasie jednym z klu-
czowych punktéw dociekan onkologii
doswiadczalnej i klinicznej. Duze zna-
czenie dla zrozumienia patogenezy czer-
niaka maja wyniki badan dotyczacych
roli, jaka odgrywaja niekodujace se-
kwencje kwaséw nukleinowych. Nie ko-
duja one bezposrednio sekwencji ami-
nokwaséw w biatkach, jednak petnig
funkcje regulacyjna praktycznie na kaz-
dym etapie ekspresji materiatu gene-
tycznego. Zasadnicze klasy tych se-
kwencji to promotory genéw, enhancery
(odpowiedzialne za regulacje poziomu
transkrypcji), sekwencje zlokalizowane
w obrebie intronéw (zwigzane z proce-
sem splicingu) oraz 5’'UTR i 3’'UTR (nie-
ulegajace translacji rejony mRNA poto-
zone po obu stronach sekwencji
kodujacej). Praca stanowi podsumowa-
nie obecnego stanu wiedzy na temat ro-
li sekwencji niekodujacych w kancero-
genezie czerniaka.

Stowa kluczowe: czerniak, sekwencje
niekodujace, promotory, enhancery,
splicing RNA, UTR.

Rola sekwencji niekodujacych
w kancerogenezie czerniaka

The role of non-coding sequences in melanoma carcinogenesis

tukasz Kwinta

Zaktad Immunologii Nowotworéw, Katedra Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Wielkopolskie Centrum Onkologii
w Poznaniu

Epidemiologia czerniaka

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat wzrost zapadalnosci na czerniaka
(zwtaszcza skory) w krajach wysoko rozwinietych uplasowat go na jednym
z czotowych miejsc wsréd choréb nowotworowych o wzrastajacej zapadalno-
Sci. Pomiedzy poszczegdlnymi rejonami Swiata notuje sie duze réznice zardw-
no w odniesieniu do samej zachorowalnosci (kraje o duzym nastonecznieniu
zamieszkiwane przez populacje kaukaskie, np. Australia, Nowa Zelandia, nie-
ktore stany USA, cechuja sie szczegélnie wysokg liczba nowych zachorowan),
jak i dynamiki jej wzrostu. Amerykanski raport z lat 1969-1999 potwierdzit trend
wzrostowy, wskazujac, ze na przestrzeni analizowanego okresu w USA nasta-
pit 5-krotny wzrost zapadalnosci na czerniaka skory wsréd mezczyzn w wieku
powyzej 64 lat, 3-krotny wsrod mezczyzn w Srednim wieku, natomiast w gru-
pie mezczyzn w wieku 20-44 lat wzrost ten byt mniej niz 2-krotny (z tendencja
do zatrzymania wzrostu). Wsréd kobiet w podobnych przedziatach wiekowych
wystapity podobne tendencje, ale stopief wzrostu byt nizszy [1]. Z kolei w au-
stralijskim stanie Queensland, gdzie jest notowana najwieksza w skali globu za-
chorowalnosc na ten nowotwor (rocznie 56/100 tys. mezczyzn i 43/100 tys. ko-
biet [2] przy Sredniej Swiatowe] 4-12/100 tys. [3]), wzrost liczby zachorowan
w skali roku wynosi 1,4% wsrdéd mezczyzn i 0,7% wsrdd kobiet [4]. W Polsce
pod koniec XX w. wzrost zachorowalnosci wynosit dla mezczyzn 2,6% rocznie,
a dla kobiet 4,4% rocznie [3]. Zapadalnos¢ na czerniaka skory w Wielkopolsce
w 2002 r. wyniosta 4,4/100 tys. wsréd mezczyzn i 5,1/100 tys. wsréd kobiet [3].
Mimo rosnacej liczby zachorowan na czerniaka obserwuje sie stabilizacje Smier-
telnosci zwigzanej z ta choroba. Tendencje te obserwuje sie w Australii, Sta-
nach Zjednoczonych i krajach europejskich [2]. W latach 1969-1999 wsréd Ame-
rykanéw w Srednim wieku zanotowano spadek $miertelnosci zwigzane;j
z czerniakiem [1]. Mimo to choroba w stadium zaawansowanym wciaz wigze
sie ze ztg prognoza. Przezycia 5-letnie dla czerniaka skéry w IV stopniu zaawan-
sowania wynoszg 9,5-18,8% [5]. Cho¢ czerniak stanowi 4% nowotwordw sko-
ry (ok. 2% wszystkich choréb nowotworowych), jest odpowiedzialny za 80%
zgondw spowodowanych nowotworami skéry [6]. Dlatego choroba, kilkadzie-
sigt lat temu uwazana za rzadka, stata sie w ostatnim czasie jednym z kluczo-
wych punktéw dociekan onkologii doswiadczalnej i klinicznej. Badania nad
genetyka czerniaka nie przyniosty do tej pory zadowalajacych wynikéw. Wpraw-
dzie w przypadku niektérych genéw bezsprzecznie udowodniono, ze odgry-
waja kluczowa role w molekularnym szlaku kancerogenezy czerniaka (m.in.
BRAF, CDKN2A, PTEN czy geny kadheryn E i N [6]), jednak wcigz nie sg znane
odpowiedzi na wiele pytan dotyczacych patogenezy tej choroby.

Sekwencje niekodujace

Przez dtugi czas badania nad genetyka czerniaka skupiaty sie wytacznie
na mutacjach rejonéw kodujacych genéw. W ostatniej dekadzie XX w. wiek-



Wspotczesna Onkologia (2008) vol. 12; 3 (99-106)

The incidence of skin melanoma is
increasing, with the number of new
cases rising at one of the highest rates.
That is why melanoma is becoming one
of the key points of interest among
oncologists. Findings concerning non-
coding sequences (NCS) of nucleic acids
are of great importance for our
understanding of its pathogenesis. NCS
do not code sequences of proteins but
play a key role in the regulation of
virtually all steps of genetic material
expression. The main classes of NCS are:
gene promoters, enhancers (responsible
for regulation of transcription level),
sequences localized in introns (playing
a role in splicing), 5’UTRs and 3’UTRs
(untranslated regions of mMRNA localized
on both sides of the coding sequence).
This review is focused on the current
state of knowledge in the role of NCS in
melanoma carcinogenesis.
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splicing, untranslated regions (UTRs).

573 uwage zwrécono na sekwencje kwaséw nukleinowych, ktére nie koduja
bezposrednio sekwencji biatek. W literaturze Swiatowej traktujacej o czer-
niaku coraz wiecej miejsca poswieca sie roli sekwencji, ktére regulujg eks-
presje materiatu genetycznego (wraz z czynnikami oddziatujgcymi z tymi se-
kwencjami). Mozna wsréd nich wymieni¢ promotory gendw, sekwencje
odpowiedzialne za regulacje transkrypcji (m.in. enhancery), sekwencje zwia-
zane z dojrzewaniem pre-mRNA (w tym z dojrzewaniem koncéw 5’ i 3> mRNA
i ze sktadaniem transkryptow), z transportem mRNA z jadra komérkowego
do cytoplazmy, z trwatoscia tych czasteczek, wreszcie sekwencje odpowie-
dzialne za regulacje translacji. Badania w tym zakresie pozwolity odpowie-
dzie¢ na wiele pytan dotyczacych kancerogenezy czerniaka.

Mutacje i polimorfizmy w obrebie promotoréw

W przypadku ok. 50% rodzin, w ktérych czerniak wystepuje u kilku oséb
(ang. familial melanoma malignum — FMM), predyspozycja ta wiaze sie z re-
jonem 9p21, w ktérym znajduje sie CDKN2A (byt to pierwszy gen supresoro-
wy, ktéry powigzano z onkogeneza melanoma). Tylko u ok. potowy 0séb z ro-
dzin FMM, u ktérych wykryto zaburzenia dotyczace CDKN2A, znaleziono
mutacje w egzonach tego genu [7]. Sugerowato to wystepowanie mutacji
w miejscach innych niz regiony kodujace genu. W 2000 r. Harland i wsp. opu-
blikowali wyniki analizy mutacji rejonu promotorowego CDKN2A wsréd czton-
kow 107 rodzin FMM [8]. Analiza dotyczyta ok. tysigca par zasad przed miej-
scem startu transkrypcji. Stwierdzono 3 warianty sekwencji zlokalizowane
w obrebie promotora A-191G (zamiana adeniny na guanine 191 nukleotyddw
przed startem transkrypcji), A-493T i G-735A. A-191G uznano za polimorfizm
0 bardzo matym prawdopodobienstwie patogennosci. Wariant G-735A wyste-
powat co prawda réwniez w kontrolnym DNA, autorzy jednak nie wykluczyli,
ze moze on mie¢ wptyw na onkogeneze czerniaka. Ponadto zaobserwowano,
ze wariant A-493T jest w catkowitej nieréwnowadze sprzezen z wczesniej po-
znanym polimorfizmem Ala148Thr rejonu kodujacego genu CDKN2A (podsta-
wienie alaniny treoning), a Alal48Thr wykazuje zwigzek ze zwiekszonym ry-
zykiem zachorowania na czerniaka [9]). Obliczenia ujawnity, ze sekwencje te
odlegte w genie o blisko 6000 par zasad (pz) powinny zostac rozdzielone pod-
czas rekombinacji raz na 16 000 podziatéw mejotycznych. Mimo tego oba po-
limorfizmy wystepuja wspélnie w obrebie haplotypu lub w ogble ich nie ma.
Dotychczas nie znaleziono wyttumaczenia tego zjawiska.

W innym badaniu rejonu promotorowego CDKN2A analiza objeto odcinek
1116 pz powyzej kodonu start (potozonego przed nim) [10]. Oparto sie na do-
niesieniach, ze obszar krytyczny pod wzgledem aktywnosci promotora tego
genu siega 869 pz powyzej sekwencji kodujacej [11]. Poza wariantami se-
kwencji promotora, o ktérych informowali Harland i wsp. [8] (wnioski w ich
przypadku byty podobne), badaczom tym udato sie zlokalizowac inne takie
miejsca —A-252T, G-347C i G-981T. Nie udato sie zweryfikowac znaczenia
w transformacji nowotworowej wariantu w pozycji 981, poniewaz autorzy
nie dysponowali materiatem od krewnych badanych oséb. Uniemozliwito to
okreslenie, czy segreguje ona razem z chorobga. Dlatego kwestia patogenno-
Sci tej zmiany pozostata otwarta. Pozostate dwie uznano za nieistotne. Pod-
kreslono takze, ze warianty wywierajace maty wptyw na wydajnosé promo-
tora oraz warianty wptywajace na zréznicowanie ekspresji COKN2A w czasie
lub w odmiennej lokalizacji tkankowej moga nie zosta¢ wykryte przy uzyciu
stosowanych technik. Nawet gdyby wptyw ten byt stosunkowo maty, moze
okazac sie istotny w sytuacji sumowania sie wptywu kilku czynnikéw sprzy-
jajacych kancerogenezie (koncepcja naktadania sie kilku czynnikéw ryzyka
o0 jednostkowym stabym wptywie nabiera ostatnio znaczenia w odniesieniu
do wielu nowotworow).

Oksygenaza hemu 1 (HO-1) jest biatkiem zaangazowanym w przekazywa-
nie sygnatow wptywajacych na cykl komérkowy i apoptoze. W promotorze
genu HO-1 zlokalizowano sekwencje mikrosatelitarng, cechujaca sie polimor-
fizmem liczby powtérzen dwunukleotydu GT. Liczba tych powtérzen waha
sie od 10 do 43. Krétsze sekwencje mikrosatelitarne sg zwigzane z wiekszym
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poziomem ekspresji genu HO-1. Udowodniono, ze liczba po-
wtorzen koreluje z czestoscig zachorowania na czerniaka
skory [12]. Za punkt odciecia miedzy allelem dtugim (L —ang.
long) i krétkim (S — ang. short) przyjeto 25 powtérzen (L—25
i wiecej). Osoby badane, bedgce homozygotami wzgledem
allelu S, czesciej nalezaty do grupy chorujacej na czerniaka
skory. Genotyp S/S wystepowat u 21% chorych na czernia-
ka w poréwnaniu z 11,6% o0séb zdrowych (natomiast L/L
U 46% chorych i u 44% osob z grupy kontrolnej). Nosicielstwo
wariantu S/S wigzato sie z 2-krotnie wiekszym ryzykiem za-
chorowania na czerniaka. Poréwnanie chorych na czerniaka
o genotypie S/S i L/L wykazato, ze guzy u 0séb majacych oba
allele krotkie sg bardziej inwazyjne, czego wyktadnikiem jest
stopien gtebokosci naciekania guza w skali Breslow. Nie wy-
kazano natomiast statystycznie istotnej korelacji miedzy dtu-
goscig polimorficznego allelu a dtugoscia czasu wolnego
od choroby (DFS — ang. disease free survival).

Poza zmianami sekwencji promotoréw, na ktérych sku-
piono sie w tej pracy, pamietac nalezy o wystepowaniu réw-
niez innych zaburzen z nimi zwigzanych (np. btedne wzorce
metylacji wysp CpG zlokalizowanych w obrebie promoto-
row [13]).

Sekwencje wzmacniajace transkrypcje (enhancery)

Enhancery sg sekwencjami wptywajacymi na wzrost
podstawowego poziomu transkrypcji genow. Kazdy enhan-
cer jest potozony w obrebie tej samej czasteczki DNA co
gen, ktory podlega jego regulacyjnemu wptywowi (s za-
tem elementami zlokalizowanymi w uktadzie cis). Potozo-
ne sg one w réznej odlegtosci od regulowanych genow,
maksymalnie do 50 000 pz. W odréznieniu od promoto-
row, funkcja enhanceréw nie jest uzalezniona od orienta-
cji wzgledem genu (niektére znajdujg sie po stronie 5, in-
ne po stronie 3’ gendw). W ich obrebie znajduja sie motywy
rozpoznawane przez powszechnie wystepujace czynniki
transkrypcyjne, jak rowniez przez czynniki regulujace tkan-
kowo-swoista ekspresje gendw. Na skutek wypetlenia od-
cinka DNA znajdujacego sie miedzy enhancerem a promo-
torem dochodzi do kontaktu czynnikéw transkrypcyjnych
zwiazanych z enhancerem, z rejonem promotora i czynni-
kami tam obecnymi.

Zidentyfikowano enhancery, ktére poprzez modyfikacje
ekspresji odpowiednich genéw wptywaja na procesy zwia-
zane z r6znymi aspektami rozwoju czerniaka, w tym na an-
giogeneze. Kluczowa role w rozwoju naczyn zaopatrujacych
guzy odgrywa naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu
(ang. vascular endothelial growth factor — VEGF) i jego re-
ceptor — kinaza tyrozynowa Flk-1. Receptor ten ulega eks-
presji w czasie rozwoju naczyh, natomiast w dojrzatym to-
zysku naczyniowym nie stwierdza sie go. Jest wykrywany
w srodbtonku naczyn zaopatrujacych guzy nowotworowe,
w tym guzy czerniaka. Za ekspresje genu Flk-1 odpowiada
prawdopodobnie blizej nieckreslony czynnik parakrynny
produkowany przez komorki nowotworowe. Udowodniono,
ze do aktywacji genu Flk-1 kluczowy jest fragment obejmu-
jacy 939 pz powyzej startu transkrypcji oraz enhancer tego
genu [14]. Wykazano, ze s3 one aktywne in vivo w czasie
angiogenezy w guzie czerniakowym (w modelu mysim). Po-
nadto doswiadczenia pokazaty, ze do aktywacji angiogene-

zy dochodzi pierwotnie na obwodzie guza i proces poste-
puje pozniej w kierunku jego srodka.

Znany jest takze enhancer odpowiedzialny za nadekspre-
sje jednego z antygendw zwiazanych z czerniakiem — mela-
notransferyny. Enhancer ten znajduje sie 2000 pz powyzej
promotora genu melanotransferyny [15] i jest odpowiedzial-
ny za wzmacnianie jego ekspresji w komérkach czerniaka.
Sktada sie z 2 elementéw, o rozmiarach 58 i 110 pz, oddalo-
nych od siebie 0 130 pz. Kazdy z nich wigze czynniki trans-
krypcyjne z rodziny AP1, do ktérej naleza takie biatka jak pro-
dukty onkogendw Fos i Jun. Delecja tego enhancera znacznie
uposledza ekspresje melanotransferyny. Takze delecja kaz-
dego z dwdch elementéw wiazacych regulatory transkryp-
cji sprawia, ze caty uktad staje sie nieaktywny, przy czym za-
burzenia w obrebie elementu 110 pz wydaja sie mie¢ troche
wieksze znaczenie. Nie zmienia to faktu, ze zarbwno sekwen-
cja 58 pz, jak i 110 pz jest niezbedna do nadekspresji mela-
notranferyny. Wykazuja one silny synergizm dziatania i sa
od siebie zalezne. Dotad nie poznano mechanizmu, ktéry od-
powiada za wspbétdziatanie obu struktur.

Podobnie wybiércza nadekspresja w komérkach czernia-
ka dotyczy glukuronylotransferazy | glikozaminoglikanéw
(GIcAT-I). Jest to enzym o tyle wazny, Ze uczestniczy w syn-
tezie oligosacharydowych tancuchéw glikoprotein, a przez
to odgrywa kluczowa role w interakcjach czasteczek réznych
klas (m.in. czynnikdw wzrostu, cytokin czy czasteczek adhe-
zyjnych). Zidentyfikowano silny enhancer znajdujacy sie mie-
dzy pozycjami 303 i 153 powyzej miejsca startu transkrypcji
genu GIcAT-1[16]. Jego aktywnos$¢ w komoérkach czerniaka
skutkuje nadekspresja GIcAT-1. Poziom ekspresji tego genu
jest np. 3 razy wyzszy niz w komérkach raka watrobowoko-
morkowego. Za udziatem zidentyfikowanego enhancera
w nadekspresji przemawia fakt, ze aktywnos¢ samych regio-
néw promotorowych w komérkach obu nowotworéw jest
taka sama. W komérkach o umiarkowanej ekspresji genu
GIlcAT-1, enzym ten odpowiada za synteze oligosacharydu
Galp1-3Galp1-4Xyl, podczas gdy synteza oligosacharydéw
0 innej budowie ma niski poziom. W komarkach czerniaka,
gdzie dochodzi do nadekspresji GIcAT-1, odpowiada on praw-
dopodobnie takze za synteze oligosacharydu o sktadzie
3-0O-siarczan-GlcAB1-3Galp 1-4GlcNAc. Moze miec to bardzo
duze znaczenie dla rozwoju czerniaka, jego zdolnosci unika-
nia rozpoznania przez komorki uktadu immunologicznego
oraz dla wzrostu agresywnosci czerniaka o takim profilu eks-
presji GIcAT-1. Interakcja miedzy komoérkami, takze miedzy
wszelkimi komérkami organizmu a komérkami uktadu od-
pornosciowego, odbywa sie za posrednictwem antygenow
powierzchniowych, ktorych zdecydowang wiekszos¢ stano-
wig glikoproteiny. O swoistosci tych oddziatywan w duzym
stopniu decyduja taficuchy oligosacharydowe bedace sktad-
nikami tych czasteczek. Oligosacharydowe podjednostki cza-
steczek adhezyjnych wykazuja podobne wtasciwosci, a zmia-
ny w tym przypadku modyfikuja zaréwno oddziatywania
miedzykomorkowe, jak i interakcje miedzy komérkami a ma-
cierza pozakomérkowa. Efektem tego moze by¢ zdolnosé
do opuszczania przez komorki czerniaka pierwotnych loka-
lizacji, wnikania do naczyn limfatycznych i krwiono$nych,
a nastepnie zasiedlania miejsc w organizmie, gdzie docho-
dzi do rozwoju ognisk przerzutowych.
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Introny i sktadanie transkryptéw (splicing RNA)

Jednym z zasadniczych etapéw ekspresji materiatu gene-
tycznego jest sktadanie transkryptéw, czyli splicing. W wyni-
ku transkrypcji genéw kodujacych biatka powstaja niedojrza-
te czasteczki mRNA (pre-mRNA). W ich sktad wchodza egzony
oraz zlokalizowane pomiedzy nimi introny. Sekwencja nukleo-
tydowa egzonéw zostaje przepisana na sekwencje amino-
kwasdéw biatka w procesie translacji, jednak zanim do tego
dojdzie, z czasteczki mRNA musza zosta¢ usuniete introny.
Za wyciecie introndw i potaczenie egzondéw w jedna liniowa
czasteczke odpowiada proces sktadania transkryptéw — spli-
cingu (ryc. 1.). Odrebnym zagadnieniem jest zjawisko alterna-
tywnego splicingu. Polega ono na réznych sposobach sktada-
nia pre-mRNA tego samego genu. Prowadzi to do powstania
wiecej niz jednego rodzaju mRNA, poniewaz podczas alter-
natywnego splicingu pewne egzony zostajg wtaczone do cza-
steczki, a inne usuniete wraz z intronami.

W prawidtowy przebieg procesu sktadania zaangazowa-
ne sa konserwatywne sekwencje zlokalizowane w obrebie
intronéw. Na granicach z egzonami znajduja sie sekwencje
zwane miejscami splicingowymi 5’ i 3’ (miejsce 5’ zwane
jest takze miejscem donorowym, a 3’ — akceptorowym).
W poblizu miejsca 3’ znajduja sie kolejne dwa zachowaw-
cze motywy — miejsce rozgatezienia i trakt polipirymidyno-
wy (ryc. 1) [17]. Mutacje zlokalizowane w intronach moga
zaburza¢ proces sktadania transkryptow. Mutacje te moga
wystepowac w obrebie wymienionych sekwencji konserwa-
tywnych, potencjalnych miejsc wzmacniajacych i wycisza-
jacych proces splicingu, ktére moga byc¢ zlokalizowane réw-
niez w egzonach [18] lub w dowolnym miejscu intronu, co
moze wptynac na splicing m.in. poprzez wygenerowanie se-
kwencji odpowiadajacej jednej z tych zachowawczych se-
kwencji. Zaburzenia splicingu, takie jak wyeliminowanie eg-
zonoéw (lub fragmentow egzondw) z dojrzatych czasteczek
mRNA albo pozostawienie w obrebie mRNA introndw (ewen-
tualnie ich czesci), moga ostatecznie prowadzi¢ do braku
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pre-mRNA | [

v
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Translacja

Ryc. 1. Schemat przebiegu procesu sktadania transkryptow.
Lokalizacja zachowawczych sekwencji intronu: biaty kwadrat -
miejsce splicingowe 5’ (miejsce donorowe), szary kwadrat — miejsce
splicingowe 3’ (miejsce akceptorowe), czarny punkt — miejsce
rozgatezienia

Fig. 1. Schematic view of RNA splicing. Localization of intron’s
conserved sequences: white square — 5 splice site (donor site), grey
square — 3’ splice site (acceptor site), black point — branch site

produkcji funkcjonalnego biatka kodowanego przez dany
gen. W przypadku genéw supresorowych moze to prowa-
dzi¢ do transformacji nowotworowej.

Gen CDKNZ2A

Zdecydowana wiekszos¢ badan i doniesien traktujgcych
o tego typu mutacjach w kontekscie kancerogenezy czer-
niaka, dotyczy analiz wspominanego juz genu supresoro-
wego CDKN2A. W wyniku ekspresji tego genu i alternatyw-
nego splicingu pre-mRNA dochodzi do powstania wielu
transkryptoéw, przy czym trzy z nich koduja biatka o kluczo-
wej roli dla regulacji cyklu komdrkowego (internetowa ba-
za danych Entrez Gene, GenelD: 1029). Ta réznorodnos¢ pro-
duktéw ekspresji CDKN2A powoduje, ze mutacje w obrebie
intronéw, rzutujace na proces sktadania transkryptéw tego
genu, moga mie¢ tym bardziej dramatyczne konsekwencje
dla loséw komorki. Gen CDKN2A sktada sie z nastepujacych
egzondéw potozonych w kolejnosci: 18, 1a, 2 oraz 3 (ryc. 2.)
[19]. Gtéwnymi produktami ekspresji genu sg biatka p16™“
i p14*. Czasteczki mRNA ulegajace translacji do tych bia-
tek sg syntetyzowane, poczynajac od innych miejsc startu
transkrypcji. Trzecie wspomniane biatko jest podtypem biat-
ka p16 i jest produkowane wytacznie w trzustce (rézni sie
od pl6 C-koricem tancucha polipeptydowego). Biatko p16
powstaje w wyniku sktadania egzonéw la., 2 i 3, natomiast
pl4 —ezgondw 1B, 2 i 3 (ryc. 2.) [19]. Zasadnicza rola regu-
lacji procesow proliferacji przez CDKN2A wynika z tego, ze
pl6 i pl4 oddziatuja w kluczowych punktach cyklu komoér-
kowego. P16 jest inhibitorem kinaz CDK4 i CDK6, ktére od-
powiadaja za fosforylacje Rb [20], natomiast p14 wptywa
gtdwnie na stabilnos¢ p53 (bierze udziat w inhibicji repre-
sora p53 — biatka MDM2) [21], ale hamujac CDK4 i CDK6 pet-
ni rowniez funkcje podobne do p16 [22]. Jeden gen kontro-
luje zatem 2 punkty kontrolne cyklu komérkowego (G1/S
i G2/M). Duze znaczenie CDKNZ2A jako supresora kancero-
genezy ujawnia sie chociazby w liczbie choréb nowotworo-
wych, w ktérych obserwuje sie zaburzenia jego ekspresji.
Poza wptywem na onkogeneze czerniaka, prowadza one
takze do rozwoju m.in. raka trzustki [23], raka pecherza mo-

1
L
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18 lo 2 3

Ryc. 2. Struktura genu CDKN2A oraz uktad egzondéw wchodzacych
w sktad dojrzatych czasteczek mRNA kodujacych biatka p14 i p16.
Egzony przedstawiono jako prostokaty. Czarnym punktem
oznaczono intron 2. W sktad mRNA kodujacego biatko p14 wchodza
egzony 1B, 2 i 3, natomiast w sktad mRNA p16: 1o, 2 i 3

Fig. 2. Structure of CDKN2A gene and pattern of exons included to
mature mRNAs coding p14 and p16. Exons are presented as boxes.
Intron 2 is marked with black point. P14 mRNA consists of exons 1f3,
2 and 3. P16 mRNA contains exons la, 2 and 3
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czowego [24], miedzybtoniaka optucnej [25], guzéw osrod-
kowego uktadu nerwowego typu astrocytoma (gwiazdzia-
ka) [26] czy ptaskonabtonkowego raka przetyku [27].

Zaburzenia splicingu w czerniaku

Pierwsze doniesienie o mutacji punktowej w intronie, kt6-
ra predysponuje do zachorowania na czerniaka, pojawito sie
w 1994 1. [28] i dotyczyto wtasnie genu CDKN2A. W intronie 2
wykryto substytucje pierwszego nukleotydu (IVS2+1), trans-
wersje G>T, powodujgca zniszczenie konserwatywnej se-
kwencji donorowego miejsca splicingowego. Wedtug auto-
row powinno skutkowac to wtaczeniem intronu 2 do mRNA.
Substytucja ta okazata sie scisle skorelowana z predyspozy-
cja do zachorowania na czerniaka i wystepowaniem zespo-
tu znamion dysplastycznych (ang. dysplastic nevus syndro-
me — DNS), natomiast u 0séb z grupy kontrolnej nie
stwierdzono tej mutacji. Mutacje te opisano réwniez m.in.
w pracy McKie i wsp. [29], znajdujac korelacje z mnogimi
pierwotnymi czerniakami (u 0sob z MPM, ang. multiple pri-
mary melanoma). Znaleziono jednak miejsce w obrebie eg-
zonu 2 petniace zastepcza funkcje miejsca donorowego [30].
Umozliwia to w obecnosci mutacji IVS2+1G>T powstanie
transkryptéw bez intronu, ale takze pozbawione fragmentu
2 egzonu zlokalizowanego w jego czesci po stronie 3. Mi-
mo braku tego fragmentu egzonu 2, jezeli dosztoby do trans-
lacji na matrycy takich czasteczek mRNA, nie wyklucza to
powstania aktywnego biatka p14, a to stawiatoby pod zna-
kiem zapytania faktyczne znaczenie mutacji IVS2+1G>T. Whio-
ski te oparto na danych wskazujacych, ktére czesci biatek
pl4 i pl6 sa krytyczne dla ich aktywnosci. W aktywnosci p16
kluczowe znaczenie maja motywy ankirynowe heli-
sa—zwrot—helisa kodowane przez egzon 2 [30, 31] (jeden
z nich jest czeSciowo kodowany wtasnie przez fragment
po stronie 3’ egzonu 2). Fragment ten ulega wycieciu w cza-
sie splicingu z wykorzystaniem opisanego zastepczego do-
norowego miejsca splicingowego. Wydaje sie watpliwe, ze-
by na matrycy takiego mRNA mogto powstac¢ funkcjonalne
biatko p16. Inaczej sytuacja przedstawia sie w odniesieniu
do pl4. Biatko to zawdziecza swoja aktywnos¢ biologiczna
sekwencji kodowanej przez egzon 1B. Badania wykazuja, ze
do aktywnosci pl4 in vitro wystarczajacy jest peptyd ogra-
niczony do sekwencji zakodowanej w tym jednym egzonie
[30]. W opozycji do tych rozwazan stojg wnioski Petronzelli
i wsp. [32]. W rodzinie obcigzonej wystepowaniem zespotu
znamion dysplastycznych, czerniakéw i nerwiakowtéknia-
kow wykryli oni inng mutacje intronowa: substytucje G>C
w akceptorowym miejscu splicingowym intronu 1. Zmiana
ta zaburza splicing, powodujac brak egzonu 2 w dojrzatych
transkryptach (p14 i p16). Na podstawie przedstawionych
wyzej przestanek co do istotnych funkcjonalnie rejonéw bia-
tek p14 i pl6 mozna przyjac, ze substytucja ta z pewnoscia
uniemozliwia powstanie funkcjonalnego biatka p16, nato-
miast pozostawia nienaruszong sekwencje egzonu 1 wa-
runkujacg aktywnosé pl4 in vitro. Badacze podali jednak
w watpliwos¢ funkcjonalnosé takiego biatka pl4 in vivo.
Argumentowali to faktem, ze fragment tancucha polipepty-
dowego kodowany przez egzon 2 stanowi zbyt duza czesé
natywnego biatka (ponad potowe jego masy), aby tak zmie-
nione czasteczki p14 mogty by¢ aktywne w komérce.

Znane s3 takze mutacje zlokalizowane w intronie miedzy
egzonami 1B i lau. Biorgc pod uwage potozenie tego intronu,
najprawdopodobniej wptywaja one na splicing pre-mRNA
biatka p14, bez wptywu na p16. Na pograniczu egzonu 18 i in-
tronu zidentyfikowano substytucje jednonukleotydowe
w dwaoch ostatnich pozycjach egzonu 1B oraz w 3 pierwszych
intronu (G>A w pierwszej pozycji intronu (+1), T>C w miej-
scu +2 oraz A>G w miejscu +3). Ponadto zlokalizowano sub-
stytucje T>C w pozycji +56 tego intronu [12]. Sposréd nich
substytucje w pozycjach +1 i +3 wptywaja na przebieg spli-
cingu (i segreguja z czerniakiem). W przypadku mutacji +1
w komérkach znajduja sie czasteczki mRNA p14, w ktérych
nie stwierdza sie sekwencji odpowiadajacej egzonowi 18 (mu-
tacja zmienia sekwencje donorowa splicingu i dezaktywuje
ja). Z kolei substytucja w pozycji +3 prowadzi do usuniecia
z pre-mRNA poza intronami takze wiekszej czesci egzonu 1.
W obu przypadkach zmiany w mRNA dotycza egzonu klu-
czowego dla aktywnosci p14 (w rzeczywistosci dotyczg tez
pozostatych egzondw, jednak rozwazania na ten temat wy-
kraczaja poza zakres tego opracowania).

Harland i wsp. zlokalizowali intronowg mutacje punkto-
wa potozong nie w jednej z konserwatywnych sekwencji za-
angazowanych w splicing (zlokalizowanych na granicy z eg-
zonami), a dalej w gtab sekwencji intronu genu CDKN2A [33].
Transwersja A>G zostata zlokalizowana w intronie 2, 105 nu-
kleotydéw od 5" konica egzonu 3 (IVS2-105A>G). Znaleziono
ja uo0séb z brytyjskich rodzin FMM, u ktérych wczesniej nie
udato sie zidentyfikowac zadnych mutacji w rejonach kodu-
jacych genu. Mutacja ta segreguje razem z zachorowaniami
na czerniaka i poprzez zaburzenia ekspresji genu CDKN2A
wydaje sie odpowiadac¢ za zachorowania w tych rodzinach.
Substytucja A>G w sasiedztwie tyminy prowadzi do powsta-
nia donorowego miejsca splicingowego GT. W badaniu tym
zidentyfikowano dwie r6zne populacje mRNA p16 (skupiono
sie gtéwnie na analizie skutkow tej mutacji dla mRNA p16).
Jedna z nich zawiera caty 2 intron. W drugiej populacji z cz3-
steczek mMRNA usuniety jest z intronu 2 kohcowy fragment
105 nukleotydéw, natomiast pozostata, wieksza czes¢ intro-
nu, pozostaje po splicingu w dojrzatych czasteczkach mRNA.
Okazato sie wiec, ze w przypadku drugiej populacji mRNA,
powstate na skutek mutacji miejsce splicingowe jest aktyw-
ne. Natomiast w obu przypadkach natywne miejsce dono-
rowe na pograniczu egzonu 2 i intronu 2 nie wykazuje ak-
tywnosci. Moze to Swiadczy¢ o istnieniu mechanizmu
blokujacego to natywne miejsce donorowe w sytuacji po-
wstania wewnatrz intronu drugiego takiego miejsca. Silne
dowody wskazuja na zwigzek przyczynowo-skutkowy mie-
dzy ta substytucja a podatnoscia na czerniaka: we wszyst-
kich rodzinach, w ktérych wykryto te mutacje, wystepowa-
to po kilka przypadkéw czerniaka zwigzanego z locus
CDKNZ2A. Okazato sie, ze jest to czesta mutacja wsréd bry-
tyjskich rodzin FMM, natomiast w wielonarodowosciowe;j
populacji Toronto jest rzadkim wariantem [33].

Rejony nieulegajace translacji
(ang. untranslated regions — UTR)

Mechanizmy potranskrypcyjne wptywaja na wydajnoscé
syntezy biatka m.in. poprzez regulacje jadrowo-cytoplazma-
tycznego transportu mRNA, stabilnosci czasteczek mRNA,



104

wspétczesna onkologia

kierowanie lokalizacja mRNA w obrebie komaérki czy wydaj-
noscia translacji. W potranskrypcyjnej regulacji czotowa ro-
la odgrywaja sekwencje mRNA zlokalizowane po stronie 5’
i 3’ rejonu ulegajacego translacji (kodujgcego biatko) — 5’UTR
i 3’UTR. Wptywaja one na procesy komérkowe poprzez wia-
zanie czynnikéw biatkowych, co jest uwarunkowane nie tyl-
ko sekwencja, ale takze drugorzedowg struktura przestrzen-
na w obrebie 5’'UTR i 3’'UTR (biatka wigzace RNA rozpoznaja
gtownie przestrzenne motywy mRNA). Za stabilnos¢ czaste-
czek mRNA odpowiedzialny jest w duzej mierze ogon
poli-A znajdujacy sie na konhcu 3’. Sktada sie on z ok. 250
jednostek adenozyny, a jego skrécenie wyraznie wptywa
na okres péttrwania mRNA. Takze 7-metyloguanozyna
na przeciwnym koncu mRNA odgrywa taka role — usuniecie
czapeczki (ang. cap) z korica 5" wptywa na degradacje mRNA.
W obrebie 3’UTR mRNA o krétkim okresie poéttrwania, ta-
kich jak czynniki regulujace proliferacje, znajduja sie se-
kwencje bogate w adenine i uracyl — ARE (ang. AU-rich ele-
ments), ktorych obecnosc¢ reguluje degradacje mRNA przez
wptyw na skracanie poli-A [34]. Zaburzenia w obrebie ARE,
prowadzace do wiekszej trwatosci mRNA, umozliwiajg syn-
teze wiekszej liczby biatek na matrycy danego mRNA, co
w przypadku onkogendéw moze prowadzi¢ do utraty kon-
troli nad proliferacja i do transformacji nowotworowej. Z ko-
lei zaburzenia ARE skracajace okres pottrwania mRNA sg
znamienne w onkogenezie poprzez wptyw na supresory no-
wotworzenia.

Najwazniejszym etapem regulujacym translacje jest pro-
ces inicjacji, w ktorym kluczowa role odgrywa 5’UTR. Wia-
zanie sie czynnikéw biatkowych inicjujacych translacje jest
Scisle uzaleznione od motywoéw drugorzedowej struktury
znajdujacych sie w tym rejonie [35]. Ponadto lokalizacja ko-
donu AUG (kodon startu translacji) i kontekst, w ktorym jest
odczytywany (sekwencja w najblizszym otoczeniu), wpty-
waja decydujaco na rozpoczecie syntezy biatka. Dlatego
wszelkie zmiany w obrebie tych rejonéw prowadza do bar-
dzo istotnych modyfikacji przebiegu translacji (a przez to
staja sie czynnikami limitujacymi wydajnos¢ ekspresji zmie-
nionych gendéw).

Wazna cecha nowotworéw jest zaburzenie architektury
histologicznej w obrebie ognisk chorobowych oraz utrata
biegunowosci komarek. Jednym z mechanizmow, ktére od-
powiadaja za asymetrie budowy prawidtowych komérek,
jest nierdownomierne rozmieszczenie mRNA w komaérkach.
Udowodniono, Ze przestrzenna struktura drugorzedowa
3’UTR jest rozpoznawana przez czynniki posredniczace
w wigzaniu mRNA z cytoszkieletem (mikrotubulami lub fi-
lamentami aktynowymi), co wraz z selektywnga degradacja
mRNA odpowiada za nieréwnomierne rozmieszczenie tych
czasteczek. Skutkuje to utrzymywaniem komoérkowej asy-
metrii istotnej m.in. w rozwoju, dojrzewaniu i proliferacji ko-
morek [36]. Zaburzenia w tym zakresie moga mie¢ wptyw
na rozwéj fenotypu ztosliwego komaérek.

Biorac pod uwage, w jak wielu istotnych etapach potrans-
krypcyjnej regulacji ekspresji gendw biorg udziat rejony
5'UTR i 3°UTR oraz ich wptyw na procesy kluczowe dla trans-
formacji nowotworowej (proliferacja, dojrzewanie i réznico-
wanie komarek), zainteresowano sie nimi w kontekscie czer-
niaka i genéw zwigzanych z jego kancerogeneza.

3’ UTR

Rozwdj fenotypu ztosliwego melanocytéw pociaga za soba
zaburzenia prawidtowego réznicowania (wyktadnikiem mor-
fologicznym tego stanu rzeczy jest obecnosé komérek atypo-
wych, a w skrajnych przypadkach anaplastycznych). Zaburze-
nia réznicowania towarzysza wzrostowi aktywnosci
proliferacyjnej komérek czerniaka, opornosci na apoptoze, agre-
sywnosci w stosunku do prawidtowych tkanek, obnizeniu pro-
dukcji melaniny, zaburzeniom architektury cytoszkieletu czy
zmianom profilu antygendw powierzchniowych. Zasadniczym
czynnikiem odpowiedzialnym za realizacje prawidtowego pro-
gramu réznicowania melanocytow jest biatko kodowane przez
gen mda-7 (ang. melanoma differentiation associated factor 7).
Petni ono te funkcje przez wptyw na strukture chromatyny, co
z kolei reguluje ekspresje odpowiednich genéw. W komérkach
czerniaka cechujacych sie niskim stopniem zréznicowania ste-
zenie biatka kodowanego przez gen mda-7 jest bardzo mate
lub niewykrywalne, natomiast transkrypcja tego genu oraz po-
ziom mRNA nie réznig sie od zdrowych komérek. Do zaburzen
ekspresji genu mda-7 dochodzi na poziomie potranskrypcyj-
nym przez znaczne zmniejszenie stabilnosci mRNA [37]. W ob-
rebie 3’'UTR mRNA mda-7 zidentyfikowano motyw, ktéry odpo-
wiada za te zmiane stabilnosci. Jest to sekwencja AUUUA, jedna
z sekwencji ARE, ktére wptywaja na okres pottrwania mRNA.
Podkresli¢ nalezy, ze po zastosowaniu interferonu 8 (IFN-8) i me-
zereiny stan ten ulega odwréceniu i komoérki czerniaka wkra-
czaja w nieodwracalny proces réznicowania (co jest bardzo
obiecujaca strategia terapeutyczna).

Opisano kilka wariantéw sekwencyjnych 3’'UTR genu
CDKNZA. Najczestsza lokalizacjg zmian w obrebie 3’'UTR sg
polimorfizmy C500G i C540T. Polimorfizm C500G jest zwia-
zany ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na czerniaka
u 0s6b z rodzin FMM [38]. Kumar i wsp. w badaniach na 229
pacjentach chorujacych na posta¢ sporadyczna czerniaka
udowodnili, ze allel T w pozycji 540 wystepuje znamiennie
czesciej wérdd tych chorych [39]. Zaréwno stan homozygo-
tyczny, jak i uktad heterozygotyczny wykazywaty w tym wzgle-
dzie znamiennos¢ statystyczna. Obecnos¢ allelu G w pozycji
500 nie wykazywata w tej grupie badanych znamiennie sta-
tystycznie wyzszej czestosci, natomiast obecnosé ta byta
w nieréwnowadze sprzezen z polimorfizmem C>A zlokalizo-
wanym w intronie genu CDKN2B (potozonego w odlegtosci
ok. 50 000 pz od CDKN2A). Donoszono takze o zaleznosci
miedzy wystepowaniem C500G i C540T, a krétszym czasem
DFS po remisji czerniaka [40]. Z kolei Lamperska i wsp. prze-
prowadzili analize korelacji miedzy wystepowaniem polimor-
fizmu C500G a takimi cechami klinicznymi czerniaka, jak lo-
kalizacja pierwotnego ogniska, wiek, w ktérym choroba
zostata zdiagnozowana, czy catkowity czas przezycia (ang.
overall survival — OS) [41, 42]. W badaniu tym nie wykazano
statystycznie znamiennej zaleznosci z tymi cechami, nato-
miast wykazano istotng korelacje wystepowania polimorfi-
zmu C500G z polimorfizmem Alal48Thr znajdujacym sie
w egzonie 2 (0 ktorym wiadomo, ze wykazuje zwigzek ze
zwiekszonym ryzykiem zachorowania na czerniaka [9]).

5’ UTR

Znane sa takze warianty sekwencyjne 5’'UTR, majace zna-
czenie w patogenezie czerniaka. W pozycji 61 5’UTR genu
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naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor — EGF) zlokalizowany jest polimorfizm A>G. Okamo-
to i wsp. stwierdzili, ze jego wystepowanie (wtaczajgc w to
takze stan heterozygotycznosci) koreluje z gtebszym nacie-
kaniem tkanek przez nowotwor (ocenianym w skali Bre-
slow) u badanych pacjentéw [43]. Takze DFS i OS sg krot-
sze w przypadku wystepowania wariantu G (wieksze
znaczenie ma stan homozygotyczny G/G, natomiast polimor-
fizm u heterozygot ma mniejszy, cho¢ réwniez znamienny
wptyw) [44]. Ponadto w cytowanym badaniu ryzyko wysta-
pienia przerzutoéw okazato sie wyzsze u nosicieli wariantu G,
jednak zaleznos¢ ta nie osiggneta znamiennosci statystycz-
nej. Wszystkie te spostrzezenia pokazuja, ze wariant A61G
w 5’UTR jest potencjalnym markerem ztosliwosci czernia-
ka i wczesniejszej progresji choroby.

Liu i wsp. zlokalizowali mutacje w obrebie 5’UTR genu
CDKNZ2A, ktéra predysponuje do zachorowania na czerniaka
[45]. Mutacja ta potozona jest 34 pz powyzej kodonu start
(transwersja G-34T) i segreguje z zachorowaniami na ten no-
wotwér. Zamiana G na T w tej pozycji skutkuje powstaniem
nowego kodonu AUG (kodonu startu translacji). Na matrycy
takiego mRNA powstaje biatko krétsze od natywnego p16 i zu-
petnie nieaktywne, gdyz do translacji dochodzi w innej ram-
ce odczytu. Tylko minimalne ilosci prawidtowego biatka sg wy-
krywane w komérkach, co oznacza, ze w tych stosunkowo
nielicznych przypadkach dochodzi do inicjacji translacji z na-
tywnego kodonu AUG. Mutacja ta ogranicza ilos¢ prawidtowe-
go biatka p16 do wartosci nieprzekraczajacej progowego ste-
zenia w komorce, ktére jest niezbedne do utrzymania jego
aktywnosci jako supresora nowotworzenia.

Nalezy sie spodziewac, ze w najblizszym czasie pojawi
sie wiele doniesien na temat wptywu sekwencji niekoduja-
cych na rozwoj czerniaka. Ten kierunek badan juz teraz rzu-
ca nowe Swiatto na pewne aspekty onkogenezy melanoma.
Prawdopodobnie pozwoli petniej zrozumie¢ patogeneze te-
go nowotworu i by¢ moze doprowadzi do ustalenia stosun-
kowo uniwersalnego molekularnego szlaku kancerogene-
zy czerniaka. Umozliwitoby to w przysztosci opracowanie
m.in. nowych strategii terapeutycznych czy testéw gene-
tycznych stuzacych do okreslania ryzyka u 0séb z rodzinna
predyspozycjg do zachorowania.
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