
Czerniak skóry jest nowotworem o cią-
gle wzrastającej liczbie zachorowań.
Znajduje się na jednym z czołowych
miejsc wśród chorób nowotworowych
o wzrastającej zapadalności. Dlatego
stał się w ostatnim czasie jednym z klu-
czowych punktów dociekań onkologii
doświadczalnej i klinicznej. Duże zna-
czenie dla zrozumienia patogenezy czer-
niaka mają wyniki badań dotyczących
roli, jaką odgrywają niekodujące se-
kwencje kwasów nukleinowych. Nie ko-
dują one bezpośrednio sekwencji ami-
nokwasów w białkach, jednak pełnią
funkcję regulacyjną praktycznie na każ-
dym etapie ekspresji materiału gene-
tycznego. Zasadnicze klasy tych se-
kwencji to promotory genów, enhancery
(odpowiedzialne za regulację poziomu
transkrypcji), sekwencje zlokalizowane
w obrębie intronów (związane z proce-
sem splicingu) oraz 5’UTR i 3’UTR (nie-
ulegające translacji rejony mRNA poło-
żone po obu stronach sekwencji
kodującej). Praca stanowi podsumowa-
nie obecnego stanu wiedzy na temat ro-
li sekwencji niekodujących w kancero-
genezie czerniaka.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  czerniak, sekwencje
niekodujące, promotory, enhancery,
splicing RNA, UTR.
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Epidemiologia czerniaka

W ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat wzrost zapadalności na czerniaka
(zwłaszcza skóry) w krajach wysoko rozwiniętych uplasował go na jednym
z czołowych miejsc wśród chorób nowotworowych o wzrastającej zapadalno-
ści. Pomiędzy poszczególnymi rejonami świata notuje się duże różnice zarów-
no w odniesieniu do samej zachorowalności (kraje o dużym nasłonecznieniu
zamieszkiwane przez populacje kaukaskie, np. Australia, Nowa Zelandia, nie-
które stany USA, cechują się szczególnie wysoką liczbą nowych zachorowań),
jak i dynamiki jej wzrostu. Amerykański raport z lat 1969–1999 potwierdził trend
wzrostowy, wskazując, że na przestrzeni analizowanego okresu w USA nastą-
pił 5-krotny wzrost zapadalności na czerniaka skóry wśród mężczyzn w wieku
powyżej 64 lat, 3-krotny wśród mężczyzn w średnim wieku, natomiast w gru-
pie mężczyzn w wieku 20–44 lat wzrost ten był mniej niż 2-krotny (z tendencją
do zatrzymania wzrostu). Wśród kobiet w podobnych przedziałach wiekowych
wystąpiły podobne tendencje, ale stopień wzrostu był niższy [1]. Z kolei w au-
stralijskim stanie Queensland, gdzie jest notowana największa w skali globu za-
chorowalność na ten nowotwór (rocznie 56/100 tys. mężczyzn i 43/100 tys. ko-
biet [2] przy średniej światowej 4–12/100 tys. [3]), wzrost liczby zachorowań
w skali roku wynosi 1,4% wśród mężczyzn i 0,7% wśród kobiet [4]. W Polsce
pod koniec XX w. wzrost zachorowalności wynosił dla mężczyzn 2,6% rocznie,
a dla kobiet 4,4% rocznie [3]. Zapadalność na czerniaka skóry w Wielkopolsce
w 2002 r. wyniosła 4,4/100 tys. wśród mężczyzn i 5,1/100 tys. wśród kobiet [3].
Mimo rosnącej liczby zachorowań na czerniaka obserwuje się stabilizację śmier-
telności związanej z tą chorobą. Tendencję tę obserwuje się w Australii, Sta-
nach Zjednoczonych i krajach europejskich [2]. W latach 1969–1999 wśród Ame-
rykanów w średnim wieku zanotowano spadek śmiertelności związanej
z czerniakiem [1]. Mimo to choroba w stadium zaawansowanym wciąż wiąże
się ze złą prognozą. Przeżycia 5-letnie dla czerniaka skóry w IV stopniu zaawan-
sowania wynoszą 9,5–18,8% [5]. Choć czerniak stanowi 4% nowotworów skó-
ry (ok. 2% wszystkich chorób nowotworowych), jest odpowiedzialny za 80%
zgonów spowodowanych nowotworami skóry [6]. Dlatego choroba, kilkadzie-
siąt lat temu uważana za rzadką, stała się w ostatnim czasie jednym z kluczo-
wych punktów dociekań onkologii doświadczalnej i klinicznej. Badania nad
genetyką czerniaka nie przyniosły do tej pory zadowalających wyników. Wpraw-
dzie w przypadku niektórych genów bezsprzecznie udowodniono, że odgry-
wają kluczową rolę w molekularnym szlaku kancerogenezy czerniaka (m.in.
BRAF, CDKN2A, PTEN czy geny kadheryn E i N [6]), jednak wciąż nie są znane
odpowiedzi na wiele pytań dotyczących patogenezy tej choroby. 

Sekwencje niekodujące 

Przez długi czas badania nad genetyką czerniaka skupiały się wyłącznie
na mutacjach rejonów kodujących genów. W ostatniej dekadzie XX w. więk-
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szą uwagę zwrócono na sekwencje kwasów nukleinowych, które nie kodują
bezpośrednio sekwencji białek. W literaturze światowej traktującej o czer-
niaku coraz więcej miejsca poświęca się roli sekwencji, które regulują eks-
presję materiału genetycznego (wraz z czynnikami oddziałującymi z tymi se-
kwencjami). Można wśród nich wymienić promotory genów, sekwencje
odpowiedzialne za regulację transkrypcji (m.in. enhancery), sekwencje zwią-
zane z dojrzewaniem pre-mRNA (w tym z dojrzewaniem końców 5’ i 3’ mRNA
i ze składaniem transkryptów), z transportem mRNA z jądra komórkowego
do cytoplazmy, z trwałością tych cząsteczek, wreszcie sekwencje odpowie-
dzialne za regulację translacji. Badania w tym zakresie pozwoliły odpowie-
dzieć na wiele pytań dotyczących kancerogenezy czerniaka.

Mutacje i polimorfizmy w obrębie promotorów

W przypadku ok. 50% rodzin, w których czerniak występuje u kilku osób
(ang. familial melanoma malignum – FMM), predyspozycja ta wiąże się z re-
jonem 9p21, w którym znajduje się CDKN2A (był to pierwszy gen supresoro-
wy, który powiązano z onkogenezą melanoma). Tylko u ok. połowy osób z ro-
dzin FMM, u których wykryto zaburzenia dotyczące CDKN2A, znaleziono
mutacje w egzonach tego genu [7]. Sugerowało to występowanie mutacji
w miejscach innych niż regiony kodujące genu. W 2000 r. Harland i wsp. opu-
blikowali wyniki analizy mutacji rejonu promotorowego CDKN2A wśród człon-
ków 107 rodzin FMM [8]. Analiza dotyczyła ok. tysiąca par zasad przed miej-
scem startu transkrypcji. Stwierdzono 3 warianty sekwencji zlokalizowane
w obrębie promotora A-191G (zamiana adeniny na guaninę 191 nukleotydów
przed startem transkrypcji), A-493T i G-735A. A-191G uznano za polimorfizm
o bardzo małym prawdopodobieństwie patogenności. Wariant G-735A wystę-
pował co prawda również w kontrolnym DNA, autorzy jednak nie wykluczyli,
że może on mieć wpływ na onkogenezę czerniaka. Ponadto zaobserwowano,
że wariant A-493T jest w całkowitej nierównowadze sprzężeń z wcześniej po-
znanym polimorfizmem Ala148Thr rejonu kodującego genu CDKN2A (podsta-
wienie alaniny treoniną), a Ala148Thr wykazuje związek ze zwiększonym ry-
zykiem zachorowania na czerniaka [9]). Obliczenia ujawniły, że sekwencje te
odległe w genie o blisko 6000 par zasad (pz) powinny zostać rozdzielone pod-
czas rekombinacji raz na 16 000 podziałów mejotycznych. Mimo tego oba po-
limorfizmy występują wspólnie w obrębie haplotypu lub w ogóle ich nie ma.
Dotychczas nie znaleziono wytłumaczenia tego zjawiska.

W innym badaniu rejonu promotorowego CDKN2A analizą objęto odcinek
1116 pz powyżej kodonu start (położonego przed nim) [10]. Oparto się na do-
niesieniach, że obszar krytyczny pod względem aktywności promotora tego
genu sięga 869 pz powyżej sekwencji kodującej [11]. Poza wariantami se-
kwencji promotora, o których informowali Harland i wsp. [8] (wnioski w ich
przypadku były podobne), badaczom tym udało się zlokalizować inne takie
miejsca – A-252T, G-347C i G-981T. Nie udało się zweryfikować znaczenia
w transformacji nowotworowej wariantu w pozycji –981, ponieważ autorzy
nie dysponowali materiałem od krewnych badanych osób. Uniemożliwiło to
określenie, czy segreguje ona razem z chorobą. Dlatego kwestia patogenno-
ści tej zmiany pozostała otwarta. Pozostałe dwie uznano za nieistotne. Pod-
kreślono także, że warianty wywierające mały wpływ na wydajność promo-
tora oraz warianty wpływające na zróżnicowanie ekspresji CDKN2A w czasie
lub w odmiennej lokalizacji tkankowej mogą nie zostać wykryte przy użyciu
stosowanych technik. Nawet gdyby wpływ ten był stosunkowo mały, może
okazać się istotny w sytuacji sumowania się wpływu kilku czynników sprzy-
jających kancerogenezie (koncepcja nakładania się kilku czynników ryzyka
o jednostkowym słabym wpływie nabiera ostatnio znaczenia w odniesieniu
do wielu nowotworów). 

Oksygenaza hemu 1 (HO-1) jest białkiem zaangażowanym w przekazywa-
nie sygnałów wpływających na cykl komórkowy i apoptozę. W promotorze
genu HO-1 zlokalizowano sekwencję mikrosatelitarną, cechującą się polimor-
fizmem liczby powtórzeń dwunukleotydu GT. Liczba tych powtórzeń waha
się od 10 do 43. Krótsze sekwencje mikrosatelitarne są związane z większym
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poziomem ekspresji genu HO-1. Udowodniono, że liczba po-
wtórzeń koreluje z częstością zachorowania na czerniaka
skóry [12]. Za punkt odcięcia między allelem długim (L – ang.
long) i krótkim (S – ang. short) przyjęto 25 powtórzeń (L – 25
i więcej). Osoby badane, będące homozygotami względem
allelu S, częściej należały do grupy chorującej na czerniaka
skóry. Genotyp S/S występował u 21% chorych na czernia-
ka w porównaniu z 11,6% osób zdrowych (natomiast L/L
u 46% chorych i u 44% osób z grupy kontrolnej). Nosicielstwo
wariantu S/S wiązało się z 2-krotnie większym ryzykiem za-
chorowania na czerniaka. Porównanie chorych na czerniaka
o genotypie S/S i L/L wykazało, że guzy u osób mających oba
allele krótkie są bardziej inwazyjne, czego wykładnikiem jest
stopień głębokości naciekania guza w skali Breslow. Nie wy-
kazano natomiast statystycznie istotnej korelacji między dłu-
gością polimorficznego allelu a długością czasu wolnego
od choroby (DFS – ang. disease free survival).

Poza zmianami sekwencji promotorów, na których sku-
piono się w tej pracy, pamiętać należy o występowaniu rów-
nież innych zaburzeń z nimi związanych (np. błędne wzorce
metylacji wysp CpG zlokalizowanych w obrębie promoto-
rów [13]).

Sekwencje wzmacniające transkrypcję (enhancery)

Enhancery są sekwencjami wpływającymi na wzrost
podstawowego poziomu transkrypcji genów. Każdy enhan-
cer jest położony w obrębie tej samej cząsteczki DNA co
gen, który podlega jego regulacyjnemu wpływowi (są za-
tem elementami zlokalizowanymi w układzie cis). Położo-
ne są one w różnej odległości od regulowanych genów,
maksymalnie do 50 000 pz. W odróżnieniu od promoto-
rów, funkcja enhancerów nie jest uzależniona od orienta-
cji względem genu (niektóre znajdują się po stronie 5’, in-
ne po stronie 3’ genów). W ich obrębie znajdują się motywy
rozpoznawane przez powszechnie występujące czynniki
transkrypcyjne, jak również przez czynniki regulujące tkan-
kowo-swoistą ekspresję genów. Na skutek wypętlenia od-
cinka DNA znajdującego się między enhancerem a promo-
torem dochodzi do kontaktu czynników transkrypcyjnych
związanych z enhancerem, z rejonem promotora i czynni-
kami tam obecnymi. 

Zidentyfikowano enhancery, które poprzez modyfikację
ekspresji odpowiednich genów wpływają na procesy zwią-
zane z różnymi aspektami rozwoju czerniaka, w tym na an-
giogenezę. Kluczową rolę w rozwoju naczyń zaopatrujących
guzy odgrywa naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu
(ang. vascular endothelial growth factor – VEGF) i jego re-
ceptor – kinaza tyrozynowa Flk-1. Receptor ten ulega eks-
presji w czasie rozwoju naczyń, natomiast w dojrzałym ło-
żysku naczyniowym nie stwierdza się go. Jest wykrywany
w śródbłonku naczyń zaopatrujących guzy nowotworowe,
w tym guzy czerniaka. Za ekspresję genu Flk-1 odpowiada
prawdopodobnie bliżej nieokreślony czynnik parakrynny
produkowany przez komórki nowotworowe. Udowodniono,
że do aktywacji genu Flk-1 kluczowy jest fragment obejmu-
jący 939 pz powyżej startu transkrypcji oraz enhancer tego
genu [14]. Wykazano, że są one aktywne in vivo w czasie
angiogenezy w guzie czerniakowym (w modelu mysim). Po-
nadto doświadczenia pokazały, że do aktywacji angiogene-

zy dochodzi pierwotnie na obwodzie guza i proces postę-
puje później w kierunku jego środka. 

Znany jest także enhancer odpowiedzialny za nadekspre-
sję jednego z antygenów związanych z czerniakiem – mela-
notransferyny. Enhancer ten znajduje się 2000 pz powyżej
promotora genu melanotransferyny [15] i jest odpowiedzial-
ny za wzmacnianie jego ekspresji w komórkach czerniaka.
Składa się z 2 elementów, o rozmiarach 58 i 110 pz, oddalo-
nych od siebie o 130 pz. Każdy z nich wiąże czynniki trans-
krypcyjne z rodziny AP1, do której należą takie białka jak pro-
dukty onkogenów Fos i Jun. Delecja tego enhancera znacznie
upośledza ekspresję melanotransferyny. Także delecja każ-
dego z dwóch elementów wiążących regulatory transkryp-
cji sprawia, że cały układ staje się nieaktywny, przy czym za-
burzenia w obrębie elementu 110 pz wydają się mieć trochę
większe znaczenie. Nie zmienia to faktu, że zarówno sekwen-
cja 58 pz, jak i 110 pz jest niezbędna do nadekspresji mela-
notranferyny. Wykazują one silny synergizm działania i są
od siebie zależne. Dotąd nie poznano mechanizmu, który od-
powiada za współdziałanie obu struktur. 

Podobnie wybiórcza nadekspresja w komórkach czernia-
ka dotyczy glukuronylotransferazy I glikozaminoglikanów
(GlcAT-I). Jest to enzym o tyle ważny, że uczestniczy w syn-
tezie oligosacharydowych łańcuchów glikoprotein, a przez
to odgrywa kluczową rolę w interakcjach cząsteczek różnych
klas (m.in. czynników wzrostu, cytokin czy cząsteczek adhe-
zyjnych). Zidentyfikowano silny enhancer znajdujący się mię-
dzy pozycjami 303 i 153 powyżej miejsca startu transkrypcji
genu GlcAT-I [16]. Jego aktywność w komórkach czerniaka
skutkuje nadekspresją GlcAT-1. Poziom ekspresji tego genu
jest np. 3 razy wyższy niż w komórkach raka wątrobowoko-
mórkowego. Za udziałem zidentyfikowanego enhancera
w nadekspresji przemawia fakt, że aktywność samych regio-
nów promotorowych w komórkach obu nowotworów jest
taka sama. W komórkach o umiarkowanej ekspresji genu
GlcAT-1, enzym ten odpowiada za syntezę oligosacharydu
Galβ1-3Galβ1-4Xyl, podczas gdy synteza oligosacharydów
o innej budowie ma niski poziom. W komórkach czerniaka,
gdzie dochodzi do nadekspresji GlcAT-1, odpowiada on praw-
dopodobnie także za syntezę oligosacharydu o składzie 
3-O-siarczan-GlcAβ1-3Galβ1-4GlcNAc. Może mieć to bardzo
duże znaczenie dla rozwoju czerniaka, jego zdolności unika-
nia rozpoznania przez komórki układu immunologicznego
oraz dla wzrostu agresywności czerniaka o takim profilu eks-
presji GlcAT-1. Interakcja między komórkami, także między
wszelkimi komórkami organizmu a komórkami układu od-
pornościowego, odbywa się za pośrednictwem antygenów
powierzchniowych, których zdecydowaną większość stano-
wią glikoproteiny. O swoistości tych oddziaływań w dużym
stopniu decydują łańcuchy oligosacharydowe będące skład-
nikami tych cząsteczek. Oligosacharydowe podjednostki czą-
steczek adhezyjnych wykazują podobne właściwości, a zmia-
ny w tym przypadku modyfikują zarówno oddziaływania
międzykomórkowe, jak i interakcje między komórkami a ma-
cierzą pozakomórkową. Efektem tego może być zdolność
do opuszczania przez komórki czerniaka pierwotnych loka-
lizacji, wnikania do naczyń limfatycznych i krwionośnych,
a następnie zasiedlania miejsc w organizmie, gdzie docho-
dzi do rozwoju ognisk przerzutowych.
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Introny i składanie transkryptów (splicing RNA)

Jednym z zasadniczych etapów ekspresji materiału gene-
tycznego jest składanie transkryptów, czyli splicing. W wyni-
ku transkrypcji genów kodujących białka powstają niedojrza-
łe cząsteczki mRNA (pre-mRNA). W ich skład wchodzą egzony
oraz zlokalizowane pomiędzy nimi introny. Sekwencja nukleo-
tydowa egzonów zostaje przepisana na sekwencję amino-
kwasów białka w procesie translacji, jednak zanim do tego
dojdzie, z cząsteczki mRNA muszą zostać usunięte introny.
Za wycięcie intronów i połączenie egzonów w jedną liniową
cząsteczkę odpowiada proces składania transkryptów – spli-
cingu (ryc. 1.). Odrębnym zagadnieniem jest zjawisko alterna-
tywnego splicingu. Polega ono na różnych sposobach składa-
nia pre-mRNA tego samego genu. Prowadzi to do powstania
więcej niż jednego rodzaju mRNA, ponieważ podczas alter-
natywnego splicingu pewne egzony zostają włączone do czą-
steczki, a inne usunięte wraz z intronami. 

W prawidłowy przebieg procesu składania zaangażowa-
ne są konserwatywne sekwencje zlokalizowane w obrębie
intronów. Na granicach z egzonami znajdują się sekwencje
zwane miejscami splicingowymi 5’ i 3’ (miejsce 5’ zwane
jest także miejscem donorowym, a 3’ – akceptorowym).
W pobliżu miejsca 3’ znajdują się kolejne dwa zachowaw-
cze motywy – miejsce rozgałęzienia i trakt polipirymidyno-
wy (ryc. 1.) [17]. Mutacje zlokalizowane w intronach mogą
zaburzać proces składania transkryptów. Mutacje te mogą
występować w obrębie wymienionych sekwencji konserwa-
tywnych, potencjalnych miejsc wzmacniających i wycisza-
jących proces splicingu, które mogą być zlokalizowane rów-
nież w egzonach [18] lub w dowolnym miejscu intronu, co
może wpłynąć na splicing m.in. poprzez wygenerowanie se-
kwencji odpowiadającej jednej z tych zachowawczych se-
kwencji. Zaburzenia splicingu, takie jak wyeliminowanie eg-
zonów (lub fragmentów egzonów) z dojrzałych cząsteczek
mRNA albo pozostawienie w obrębie mRNA intronów (ewen-
tualnie ich części), mogą ostatecznie prowadzić do braku

produkcji funkcjonalnego białka kodowanego przez dany
gen. W przypadku genów supresorowych może to prowa-
dzić do transformacji nowotworowej. 

Gen CDKN2A

Zdecydowana większość badań i doniesień traktujących
o tego typu mutacjach w kontekście kancerogenezy czer-
niaka, dotyczy analiz wspominanego już genu supresoro-
wego CDKN2A. W wyniku ekspresji tego genu i alternatyw-
nego splicingu pre-mRNA dochodzi do powstania wielu
transkryptów, przy czym trzy z nich kodują białka o kluczo-
wej roli dla regulacji cyklu komórkowego (internetowa ba-
za danych Entrez Gene, GeneID: 1029). Ta różnorodność pro-
duktów ekspresji CDKN2A powoduje, że mutacje w obrębie
intronów, rzutujące na proces składania transkryptów tego
genu, mogą mieć tym bardziej dramatyczne konsekwencje
dla losów komórki. Gen CDKN2A składa się z następujących
egzonów położonych w kolejności: 1β, 1α, 2 oraz 3 (ryc. 2.)
[19]. Głównymi produktami ekspresji genu są białka p16INK4a

i p14ARF. Cząsteczki mRNA ulegające translacji do tych bia-
łek są syntetyzowane, poczynając od innych miejsc startu
transkrypcji. Trzecie wspomniane białko jest podtypem biał-
ka p16 i jest produkowane wyłącznie w trzustce (różni się
od p16 C-końcem łańcucha polipeptydowego). Białko p16
powstaje w wyniku składania egzonów 1α, 2 i 3, natomiast
p14 – ezgonów 1β, 2 i 3 (ryc. 2.) [19]. Zasadnicza rola regu-
lacji procesów proliferacji przez CDKN2A wynika z tego, że
p16 i p14 oddziałują w kluczowych punktach cyklu komór-
kowego. P16 jest inhibitorem kinaz CDK4 i CDK6, które od-
powiadają za fosforylację Rb [20], natomiast p14 wpływa
głównie na stabilność p53 (bierze udział w inhibicji repre-
sora p53 – białka MDM2) [21], ale hamując CDK4 i CDK6 peł-
ni również funkcje podobne do p16 [22]. Jeden gen kontro-
luje zatem 2 punkty kontrolne cyklu komórkowego (G1/S
i G2/M). Duże znaczenie CDKN2A jako supresora kancero-
genezy ujawnia się chociażby w liczbie chorób nowotworo-
wych, w których obserwuje się zaburzenia jego ekspresji.
Poza wpływem na onkogenezę czerniaka, prowadzą one
także do rozwoju m.in. raka trzustki [23], raka pęcherza mo-

RRyycc..  11..  Schemat przebiegu procesu składania transkryptów.
Lokalizacja zachowawczych sekwencji intronu: biały kwadrat –
miejsce splicingowe 5’ (miejsce donorowe), szary kwadrat – miejsce
splicingowe 3’ (miejsce akceptorowe), czarny punkt – miejsce
rozgałęzienia
FFiigg..  11..  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
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RRyycc..  22..  Struktura genu CDKN2A oraz układ egzonów wchodzących
w skład dojrzałych cząsteczek mRNA kodujących białka p14 i p16.
Egzony przedstawiono jako prostokąty. Czarnym punktem
oznaczono intron 2. W skład mRNA kodującego białko p14 wchodzą
egzony 1β, 2 i 3, natomiast w skład mRNA p16: 1α, 2 i 3
FFiigg..  22..  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 1β,
2 and 3. P16 mRNA contains exons 1α, 2 and 3
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czowego [24], międzybłoniaka opłucnej [25], guzów ośrod-
kowego układu nerwowego typu astrocytoma (gwiaździa-
ka) [26] czy płaskonabłonkowego raka przełyku [27].

Zaburzenia splicingu w czerniaku

Pierwsze doniesienie o mutacji punktowej w intronie, któ-
ra predysponuje do zachorowania na czerniaka, pojawiło się
w 1994 r. [28] i dotyczyło właśnie genu CDKN2A. W intronie 2
wykryto substytucję pierwszego nukleotydu (IVS2+1), trans-
wersję G>T, powodującą zniszczenie konserwatywnej se-
kwencji donorowego miejsca splicingowego. Według auto-
rów powinno skutkować to włączeniem intronu 2 do mRNA.
Substytucja ta okazała się ściśle skorelowana z predyspozy-
cją do zachorowania na czerniaka i występowaniem zespo-
łu znamion dysplastycznych (ang. dysplastic nevus syndro-
me – DNS), natomiast u osób z grupy kontrolnej nie
stwierdzono tej mutacji. Mutację tę opisano również m.in.
w pracy McKie i wsp. [29], znajdując korelację z mnogimi
pierwotnymi czerniakami (u osób z MPM, ang. multiple pri-
mary melanoma). Znaleziono jednak miejsce w obrębie eg-
zonu 2 pełniące zastępczą funkcję miejsca donorowego [30].
Umożliwia to w obecności mutacji IVS2+1G>T powstanie
transkryptów bez intronu, ale także pozbawione fragmentu
2 egzonu zlokalizowanego w jego części po stronie 3’. Mi-
mo braku tego fragmentu egzonu 2, jeżeli doszłoby do trans-
lacji na matrycy takich cząsteczek mRNA, nie wyklucza to
powstania aktywnego białka p14, a to stawiałoby pod zna-
kiem zapytania faktyczne znaczenie mutacji IVS2+1G>T. Wnio-
ski te oparto na danych wskazujących, które części białek
p14 i p16 są krytyczne dla ich aktywności. W aktywności p16
kluczowe znaczenie mają motywy ankirynowe heli-
sa–zwrot–helisa kodowane przez egzon 2 [30, 31] (jeden
z nich jest częściowo kodowany właśnie przez fragment
po stronie 3’ egzonu 2). Fragment ten ulega wycięciu w cza-
sie splicingu z wykorzystaniem opisanego zastępczego do-
norowego miejsca splicingowego. Wydaje się wątpliwe, że-
by na matrycy takiego mRNA mogło powstać funkcjonalne
białko p16. Inaczej sytuacja przedstawia się w odniesieniu
do p14. Białko to zawdzięcza swoją aktywność biologiczną
sekwencji kodowanej przez egzon 1β. Badania wykazują, że
do aktywności p14 in vitro wystarczający jest peptyd ogra-
niczony do sekwencji zakodowanej w tym jednym egzonie
[30]. W opozycji do tych rozważań stoją wnioski Petronzelli
i wsp. [32]. W rodzinie obciążonej występowaniem zespołu
znamion dysplastycznych, czerniaków i nerwiakowłóknia-
ków wykryli oni inną mutację intronową: substytucję G>C
w akceptorowym miejscu splicingowym intronu 1. Zmiana
ta zaburza splicing, powodując brak egzonu 2 w dojrzałych
transkryptach (p14 i p16). Na podstawie przedstawionych
wyżej przesłanek co do istotnych funkcjonalnie rejonów bia-
łek p14 i p16 można przyjąć, że substytucja ta z pewnością
uniemożliwia powstanie funkcjonalnego białka p16, nato-
miast pozostawia nienaruszoną sekwencję egzonu 1β wa-
runkującą aktywność p14 in vitro. Badacze podali jednak
w wątpliwość funkcjonalność takiego białka p14 in vivo. 
Argumentowali to faktem, że fragment łańcucha polipepty-
dowego kodowany przez egzon 2 stanowi zbyt dużą część
natywnego białka (ponad połowę jego masy), aby tak zmie-
nione cząsteczki p14 mogły być aktywne w komórce. 

Znane są także mutacje zlokalizowane w intronie między
egzonami 1β i 1α. Biorąc pod uwagę położenie tego intronu,
najprawdopodobniej wpływają one na splicing pre-mRNA
białka p14, bez wpływu na p16. Na pograniczu egzonu 1β i in-
tronu zidentyfikowano substytucje jednonukleotydowe
w dwóch ostatnich pozycjach egzonu 1β 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-
stytucję T>C w pozycji +56 tego intronu [12]. Spośród nich
substytucje w pozycjach +1 i +3 wpływają na przebieg spli-
cingu (i segregują z czerniakiem). W przypadku mutacji +1
w komórkach znajdują się cząsteczki mRNA p14, w których
nie stwierdza się sekwencji odpowiadającej egzonowi 1β (mu-
tacja zmienia sekwencję donorową splicingu i dezaktywuje
ją). Z kolei substytucja w pozycji +3 prowadzi do usunięcia
z pre-mRNA poza intronami także większej części egzonu 1β.
W obu przypadkach zmiany w mRNA dotyczą egzonu klu-
czowego dla aktywności p14 (w rzeczywistości dotyczą też
pozostałych egzonów, jednak rozważania na ten temat wy-
kraczają poza zakres tego opracowania). 

Harland i wsp. zlokalizowali intronową mutację punkto-
wą położoną nie w jednej z konserwatywnych sekwencji za-
angażowanych w splicing (zlokalizowanych na granicy z eg-
zonami), a dalej w głąb sekwencji intronu genu CDKN2A [33].
Transwersja A>G została zlokalizowana w intronie 2, 105 nu-
kleotydów od 5’ końca egzonu 3 (IVS2-105A>G). Znaleziono
ją u osób z brytyjskich rodzin FMM, u których wcześniej nie
udało się zidentyfikować żadnych mutacji w rejonach kodu-
jących genu. Mutacja ta segreguje razem z zachorowaniami
na czerniaka i poprzez zaburzenia ekspresji genu CDKN2A
wydaje się odpowiadać za zachorowania w tych rodzinach.
Substytucja A>G w sąsiedztwie tyminy prowadzi do powsta-
nia donorowego miejsca splicingowego GT. W badaniu tym
zidentyfikowano dwie różne populacje mRNA p16 (skupiono
się głównie na analizie skutków tej mutacji dla mRNA p16).
Jedna z nich zawiera cały 2 intron. W drugiej populacji z czą-
steczek mRNA usunięty jest z intronu 2 końcowy fragment
105 nukleotydów, natomiast pozostała, większa część intro-
nu, pozostaje po splicingu w dojrzałych cząsteczkach mRNA.
Okazało się więc, że w przypadku drugiej populacji mRNA,
powstałe 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-
tywności. Może to świadczyć o istnieniu mechanizmu
blokującego to natywne miejsce donorowe w sytuacji po-
wstania wewnątrz intronu drugiego takiego miejsca. Silne
dowody wskazują na związek przyczynowo-skutkowy mię-
dzy tą substytucją a podatnością na czerniaka: we wszyst-
kich rodzinach, w których wykryto tę mutację, występowa-
ło po kilka przypadków czerniaka związanego z locus
CDKN2A. Okazało się, że jest to częsta mutacja wśród bry-
tyjskich rodzin FMM, natomiast w wielonarodowościowej
populacji Toronto jest rzadkim wariantem [33]. 

Rejony nieulegające translacji 
(ang. untranslated regions – UTR)

Mechanizmy potranskrypcyjne wpływają na wydajność
syntezy białka m.in. poprzez regulację jądrowo-cytoplazma-
tycznego transportu mRNA, stabilności cząsteczek mRNA,



kierowanie lokalizacją mRNA w obrębie komórki czy wydaj-
nością translacji. W potranskrypcyjnej regulacji czołową ro-
lą odgrywają sekwencje mRNA zlokalizowane po stronie 5’
i 3’ rejonu ulegającego translacji (kodującego białko) – 5’UTR
i 3’UTR. Wpływają one na procesy komórkowe poprzez wią-
zanie czynników białkowych, co jest uwarunkowane nie tyl-
ko sekwencją, ale także drugorzędową strukturą przestrzen-
ną w obrębie 5’UTR i 3’UTR (białka wiążące RNA rozpoznają
głównie przestrzenne motywy mRNA). Za stabilność cząste-
czek mRNA odpowiedzialny jest w dużej mierze ogon
poli-A znajdujący się na końcu 3’. Składa się on z ok. 250
jednostek adenozyny, a jego skrócenie wyraźnie wpływa
na okres półtrwania mRNA. Także 7-metyloguanozyna
na przeciwnym końcu mRNA odgrywa taką rolę – usunięcie
czapeczki (ang. cap) z końca 5’ wpływa na degradację mRNA.
W obrębie 3’UTR mRNA o krótkim okresie półtrwania, ta-
kich jak czynniki regulujące proliferację, znajdują się se-
kwencje bogate w adeninę i uracyl – ARE (ang. AU-rich ele-
ments), których obecność reguluje degradację mRNA przez
wpływ na skracanie poli-A [34]. Zaburzenia w obrębie ARE,
prowadzące do większej trwałości mRNA, umożliwiają syn-
tezę większej liczby białek na matrycy danego mRNA, co
w przypadku onkogenów może prowadzić do utraty kon-
troli nad proliferacją i do transformacji nowotworowej. Z ko-
lei zaburzenia ARE skracające okres półtrwania mRNA są
znamienne w onkogenezie poprzez wpływ na supresory no-
wotworzenia.

Najważniejszym etapem regulującym translację jest pro-
ces inicjacji, w którym kluczową rolę odgrywa 5’UTR. Wią-
zanie się czynników białkowych inicjujących translację jest
ściśle uzależnione od motywów drugorzędowej struktury
znajdujących się w tym rejonie [35]. Ponadto lokalizacja ko-
donu AUG (kodon startu translacji) i kontekst, w którym jest
odczytywany (sekwencja w najbliższym otoczeniu), wpły-
wają decydująco na rozpoczęcie syntezy białka. Dlatego
wszelkie zmiany w obrębie tych rejonów prowadzą do bar-
dzo istotnych modyfikacji przebiegu translacji (a przez to
stają się czynnikami limitującymi wydajność ekspresji zmie-
nionych genów). 

Ważną cechą nowotworów jest zaburzenie architektury
histologicznej w obrębie ognisk chorobowych oraz utrata
biegunowości komórek. Jednym z mechanizmów, które od-
powiadają za asymetrię budowy prawidłowych komórek,
jest nierównomierne rozmieszczenie mRNA w komórkach.
Udowodniono, że przestrzenna struktura drugorzędowa
3’UTR jest rozpoznawana przez czynniki pośredniczące
w wiązaniu mRNA z cytoszkieletem (mikrotubulami lub fi-
lamentami aktynowymi), co wraz z selektywną degradacją
mRNA odpowiada za nierównomierne rozmieszczenie tych
cząsteczek. Skutkuje to utrzymywaniem komórkowej asy-
metrii istotnej m.in. w rozwoju, dojrzewaniu i proliferacji ko-
mórek [36]. Zaburzenia w tym zakresie mogą mieć wpływ
na rozwój fenotypu złośliwego komórek.

Biorąc pod uwagę, w jak wielu istotnych etapach potrans-
krypcyjnej regulacji ekspresji genów biorą udział rejony
5’UTR i 3’UTR oraz ich wpływ na procesy kluczowe dla trans-
formacji nowotworowej (proliferacja, dojrzewanie i różnico-
wanie komórek), zainteresowano się nimi w kontekście czer-
niaka i genów związanych z jego kancerogenezą.

3’ UTR

Rozwój fenotypu złośliwego melanocytów pociąga za sobą
zaburzenia prawidłowego różnicowania (wykładnikiem mor-
fologicznym tego stanu rzeczy jest obecność komórek atypo-
wych, a w skrajnych przypadkach anaplastycznych). Zaburze-
nia różnicowania towarzyszą wzrostowi aktywności
proliferacyjnej komórek czerniaka, oporności na apoptozę, agre-
sywności w stosunku do prawidłowych tkanek, obniżeniu pro-
dukcji melaniny, zaburzeniom architektury cytoszkieletu czy
zmianom profilu antygenów powierzchniowych. Zasadniczym
czynnikiem odpowiedzialnym za realizację prawidłowego pro-
gramu różnicowania melanocytów jest białko kodowane przez
gen mda-7 (ang. melanoma differentiation associated factor 7).
Pełni ono tę funkcję przez wpływ na strukturę chromatyny, co
z kolei reguluje ekspresję odpowiednich genów. W komórkach
czerniaka cechujących się niskim stopniem zróżnicowania stę-
żenie białka kodowanego przez gen mda-7 jest bardzo małe
lub niewykrywalne, natomiast transkrypcja tego genu oraz po-
ziom mRNA nie różnią się od zdrowych komórek. Do zaburzeń
ekspresji genu mda-7 dochodzi na poziomie potranskrypcyj-
nym przez znaczne zmniejszenie stabilności mRNA [37]. W ob-
rębie 3’UTR mRNA mda-7 zidentyfikowano motyw, który odpo-
wiada za tę zmianę stabilności. Jest to sekwencja AUUUA, jedna
z sekwencji ARE, które wpływają na okres półtrwania mRNA.
Podkreślić należy, że po zastosowaniu interferonu β (IFN-β) i me-
zereiny stan ten ulega odwróceniu i komórki czerniaka wkra-
czają w nieodwracalny proces różnicowania (co jest bardzo
obiecującą strategią terapeutyczną). 

Opisano kilka wariantów sekwencyjnych 3’UTR genu 
CDKN2A. Najczęstszą lokalizacją zmian w obrębie 3’UTR są
polimorfizmy C500G i C540T. Polimorfizm C500G jest zwią-
zany ze zwiększonym ryzykiem zachorowania na czerniaka
u osób z rodzin FMM [38]. Kumar i wsp. w badaniach na 229
pacjentach chorujących na postać sporadyczną czerniaka
udowodnili, że allel T w pozycji 540 występuje znamiennie
częściej wśród tych chorych [39]. Zarówno stan homozygo-
tyczny, jak i układ heterozygotyczny wykazywały w tym wzglę-
dzie znamienność statystyczną. Obecność allelu G w pozycji
500 nie wykazywała w tej grupie badanych znamiennie sta-
tystycznie wyższej częstości, natomiast obecność ta była
w nierównowadze sprzężeń z polimorfizmem C>A zlokalizo-
wanym w intronie genu CDKN2B (położonego w odległości
ok. 50 000 pz od CDKN2A). Donoszono także o zależności
między występowaniem C500G i C540T, a krótszym czasem
DFS po remisji czerniaka [40]. Z kolei Lamperska i wsp. prze-
prowadzili analizę korelacji między występowaniem polimor-
fizmu C500G a takimi cechami klinicznymi czerniaka, jak lo-
kalizacja pierwotnego ogniska, wiek, w którym choroba
została zdiagnozowana, czy całkowity czas przeżycia (ang.
overall survival – OS) [41, 42]. W badaniu tym nie wykazano
statystycznie znamiennej zależności z tymi cechami, nato-
miast wykazano istotną korelację występowania polimorfi-
zmu C500G z polimorfizmem Ala148Thr znajdującym się
w egzonie 2 (o którym wiadomo, że wykazuje związek ze
zwiększonym ryzykiem zachorowania na czerniaka [9]).

5’ UTR

Znane są także warianty sekwencyjne 5’UTR, mające zna-
czenie w patogenezie czerniaka. W pozycji 61 5’UTR genu
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naskórkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor – EGF) zlokalizowany jest polimorfizm A>G. Okamo-
to i wsp. stwierdzili, że jego występowanie (włączając w to
także stan heterozygotyczności) koreluje z głębszym nacie-
kaniem tkanek przez nowotwór (ocenianym w skali Bre-
slow) u badanych pacjentów [43]. Także DFS i OS są krót-
sze w przypadku występowania wariantu G (większe
znaczenie ma stan homozygotyczny G/G, natomiast polimor-
fizm u heterozygot ma mniejszy, choć również znamienny
wpływ) [44]. Ponadto w cytowanym badaniu ryzyko wystą-
pienia przerzutów okazało się wyższe u nosicieli wariantu G,
jednak zależność ta nie osiągnęła znamienności statystycz-
nej. Wszystkie te spostrzeżenia pokazują, że wariant A61G
w 5’UTR jest potencjalnym markerem złośliwości czernia-
ka i wcześniejszej progresji choroby. 

Liu i wsp. zlokalizowali mutację w obrębie 5’UTR genu 
CDKN2A, która predysponuje do zachorowania na czerniaka
[45]. Mutacja ta położona jest 34 pz powyżej kodonu start
(transwersja G-34T) i segreguje z zachorowaniami na ten no-
wotwór. Zamiana G na T w tej pozycji skutkuje powstaniem
nowego kodonu AUG (kodonu startu translacji). Na matrycy
takiego mRNA powstaje białko krótsze od natywnego p16 i zu-
pełnie nieaktywne, gdyż do translacji dochodzi w innej ram-
ce odczytu. Tylko minimalne ilości prawidłowego białka są wy-
krywane w komórkach, co oznacza, że w tych stosunkowo
nielicznych przypadkach dochodzi do inicjacji translacji z na-
tywnego kodonu AUG. Mutacja ta ogranicza ilość prawidłowe-
go białka p16 do wartości nieprzekraczającej progowego stę-
żenia w komórce, które jest niezbędne do utrzymania jego
aktywności jako supresora nowotworzenia.

Należy się spodziewać, że w najbliższym czasie pojawi
się wiele doniesień na temat wpływu sekwencji niekodują-
cych na rozwój czerniaka. Ten kierunek badań już teraz rzu-
ca nowe światło na pewne aspekty onkogenezy melanoma.
Prawdopodobnie pozwoli pełniej zrozumieć patogenezę te-
go nowotworu i być może doprowadzi do ustalenia stosun-
kowo uniwersalnego molekularnego szlaku kancerogene-
zy czerniaka. Umożliwiłoby to w przyszłości opracowanie
m.in. nowych strategii terapeutycznych czy testów gene-
tycznych służących do określania ryzyka u osób z rodzinną
predyspozycją do zachorowania.
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