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Czerniak, jak kazdy nowotwdr zto-
Sliwy, jest chorobg genetyczng. Je-
go progresja jest spowodowana ku-
mulowaniem sie zmian w materiale
genetycznym. W rozwdj czerniaka
Sg zaangazowane zarowno onko-
geny, jak i geny supresorowe.
Wiekszosc gendw supresorowych
moze byc zaliczona do jednej
z dwdch grup — sg to tzw. geny
Lportierzy” lub geny ,dozorcy”. In-
aktywacja genow nalezgcych do
pierwszej grupy odgrywa podsta-
wowg role w rozwoju ok. 50 proc.
przypadkow czerniaka  skory
u cztowieka. Rozwdj czerniaka sko-
ry jest procesem stopniowym: od
melanocytow prawidtowych, po-
przez komdrki wchodzgce w sktad
znamion, faze wzrostu radialnego,
faze wzrostu wertykalnego, az do
choroby przerzutowej. Mechanizmy
molekularne bedgce przyczyna
rozwoju czerniaka nie zostaty do-
tychczas w petni poznane. Jednak-
ze zidentyfikowano pewne zmiany
0 kluczowym znaczeniu w tym pro-
cesie. Wyniki licznych badar wska-
zujg na wazng role zahamowania
ekspresji genu p16/INK4a, ktdrego
produkt biatkowy petni kluczowg ro-
le w regulacji cyklu komdrkowego.
Wyniki badania profilu ekspresji ko-
morek czerniaka przy pomocy
technologii mikromacierzy DNA po-
twierdzajg, ze czerniak moze byc
Okreslony jako ,choroba gendw su-
presorowych”. Tym niemniej akty-
wacja niektorych onkogenow row-
niez odgrywa wazng role w rozwo-
ju tego nowotworu. Ulrata ekspresji
genow AP-2 i c-KIT ma prawdopo-
dobnie kluczowe znaczenie dla na-
bywania przez komorki czerniaka
zdolnosci do tworzenia przerzutow.

Stowa kluczowe: czerniak, biologia
molekularna, cykl komorkowy, geny
supresorowe, onkogeny, p16/INK4a.
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WPROWADZENIE

Czerniak skory, jak kazdy nowotwor
ztosliwy, jest chorobg genetyczna.
Oznacza to, ze za jego rozwodj sg od-
powiedzialne trwate zmiany w genomie
melanocytow. Zmiany te sg przyczynag
nabywania przez komorki fenotypu zto-
Sliwego, na ktory sktadajg sie nastepu-
jace cechy [1]:

D utrata kontroli wzrostu (uniezaleznie-
nie sie od egzogennych czynnikow
wzrostu oraz niewrazliwos¢ na dzia-
tanie czynnikéw hamujgcych),

D opornos¢ na apoptoze,

D zdolnos¢ do nieograniczonego na-
mnazania sie oraz roéznie nasilona
utrata zdolnosci do réznicowania sie
i dojrzewania,

D zdolnos¢ do indukcji angiogenezy,

D zdolno$¢ do inwazji tkanek sgsied-
nich,

D zdolno$¢ do zasiedlania srodowiska
ektopowego, czyli tworzenie prze-
rzutow.

Kazda z powyzszych cech mozne
by¢ w sposdb mniej lub bardziej ja-
sny powigzana z okreslonymi zmiana-
mi na poziomie genomu komorki no-
wotworowe).

Protoonkogeny i geny supresorowe
odgrywajg gtéwng role w procesie no-
wotworzenia. Brak rownowagi miedzy
dziataniem obu tych grup prowadzi do
nabywania fenotypu ztosliwego. Za
zmiane funkcji gendw biorgcych udziat
w onkogenezie odpowiedzialne sg mu-
tacje, ktére zwykle kumulujg sie w ma-
teriale genetycznym przez dziesiecio-
lecia. Jezeli pewne mutacje zostang

odziedziczone, to czas potrzebny do
rozwoju nowotworu moze by¢ wielo-
krotnie krotszy. llos¢ mutacji gromadzo-
nych w materiale genetycznym komor-
ki jest wypadkowag sity dziatania egzo-
gennych czynnikdbw mutagennych,
aktywnosci uktadow detoksykacyjnych
organizmu oraz sprawnosci mechani-
zmoéw naprawy uszkodzeri DNA. Czyn-
nikiem decydujgcym o nowotworzeniu
moze by¢ zaréwno przeksztatcenie
protoonkogendéw — w normalnych wa-
runkach stymulujgcych wzrost i namna-
zanie sie komdrek — w onkogeny, jak
i wypadniecie funkcji genéw supreso-
rowych, ktére wykazujg dziatanie prze-
ciwstawne, tj. hamujg proliferacje [2].

Wedtug koncepcji Berta Vogelsteina
geny supresorowe mozna podzieli¢ na
2 klasy [3]. Pierwszg z nich stanowig
geny zwane portierami (ang. gatekee-
pers), druga — geny zwane dozorcami
(ang. caretakers). Portierzy pemig $ci-
Sle okreslone funkcje na przebiegu we-
wnatrzkomorkowych szlakéw moleku-
larnych, gdzie hamujg wzrost komorek
lub promujg ich apoptoze. Do tej gru-
py nalezg m.in. nastepujgce geny:
RB1, p53, WT1, NF1, NF2, VHL,
MEN1, MEN2, p16, CDK4, PTEN, APC,
BRCA1, BRCA2, SDHD oraz CYLD.
W przypadku gendw nalezgcych do tej
grupy rozwoj nowotworu nastepuje po
inaktywaciji obu kopii, przy czym mu-
tacja w jednym allelu moze by¢ odzie-
dziczona. Geny dozorcy petnig bardziej
ogolne funkcje, polegajace — jak sama
nazwa wskazuje — na utrzymywaniu
pewnego porzadku w genomie. Nale-
zg tu przede wszystkim geny, ktdrych
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Melanoma, like all malignant
tumors, is a genetic disease. Its
progression is driven by a series of
accumulating genetic changes.
Genetic alterations involved in
melanoma can activate inductive
processes (oncogenes) or block
negative pathways (suppressor
genes). Most tumor suppressor
genes can be divided into two
groups, called gatekeepers and
caretakers. Inactivation of gate-
keepers may occur in about half of
all melanoma cases. The deve-
looment of human cutaneous me-
lanoma is a consequence of a
multistep process. This process
involves formation of nevi from
normal melanocytes, a radial
growth phase, and a subsequent
vertical growth phase. Finally,
metastatic disease may be deve-
loped. The molecular mechanisms
leading to human melanoma are
not well known. However, some
important genetic changes involved
in melanoma development were
recognized. An impressive list of
experiments supports a role of
p16/INK4a in melanoma formation.
This protein is strongly involved in
cell cycle-control machinery.
Inactivation of p16/INK4a leads to
uncontrolled cell proliferation. The
gatekeepers other than p16/INK4a
also play a part in melanoma
formation. These are for example
p19/INK4d, PTEN, as well as p53.
The data obtained from gene
expression profiling indicate that
inactivation of gatekeepers plays
an essential role in melanoma
development. However, some
oncogenes are also strongly
involved in this process. One of
these is CDK4, a target of p16’s
biochemical inhibitory activity.
Metastatic melanoma cells do not
express the c-KIT (CD117)
receptor. Expression of c-KIT is
regulated by the transcription factor
AP-2. Expression of AP-2 is not
detected in metastatic melanoma
cells. The loss of AP-2 expression
seems to be a crucial event in the
development of metastatic human
melanoma.

Key words: melanoma, molecular
biology; cell cycle, tumor suppressor
genes, oncogenes, p16/INK4a.

produkty biatkowe sg zaangazowane
w naprawe uszkodzern DNA oraz
ochrone genomu przed szkodliwym
wptywem ksenobiotykow i metabolitow
wewnatrzkomoérkowych. Do tej grupy
zalicza sie m.in. nastepujgce geny: XP,
CS, ERCCH, TFIIH, ATM, BLM, FANCA,
hMSH, hMLH1, hPMS, WRN, LKB1
oraz SMAD4. Mutacje inaktywujgce te
geny nie prowadzg per se do rozwoju
nowotwordw (sytuacja taka ma miejsce
w przypadku gendw portierdw). Nato-
miast wypadniecie czynnosci jednego
z genow nalezacych do tej grupy zna-
czaco zwieksza niestabilnos¢ genomu.
W Kkonsekwencji prowadzi to do wzro-
stu ryzyka wystgpienia takich mutaciji
w protoonkogenach lub genach supre-
sorowych, ktére bezposrednio sg przy-
czyng rozwoju fenotypu ztosliwego.

JAK POWSTAJE CZERNIAK?

OdpowiedZ na powyzsze pytanie
pozostaje niepetna. Zidentyfikowano co
prawda szereg czynnikow ryzyka roz-
woju czerniaka, ale nadal daleko do
petnego zrozumienia ich oddziatywan
na poziomie molekularnym. Na pozio-
mie zmian klinicznych obowigzuje mo-
del zaproponowany przez Clarka
i wsp., ktory zaktada stopniowe prze-
ksztatcanie sie melanocytow w komor-
ki dysplastyczne, a nastepnie w komor-
ki atypowe o petnym fenotypie ztosli-
wym [4]. Etapy rozwoju prowadzacego
od zmiany tagodnej do uogdlnionego
czerniaka obejmujg kolejno:

D znamie nabyte zwykte lub znamie
wrodzone,

D znamie dysplastyczne,

D czerniak pierwotny — faza wzrostu
powierzchniowego (radialnego),

D czerniak pierwotny — faza wzrostu
gtebokiego (wertykalnego),

D czerniak przerzutowy.

Nalezy pamieta¢, ze jest to tylko
ogolny schemat sprawdzajgcy sie
w przypadkach typowych. Czasami
w przebiegu klinicznym choroby wi-
doczne s3 tylko koricowe etapy opisa-
nego procesu — skrajnym przypadkiem
jest rozpoznanie przerzutow odlegtych
czerniaka bez znanego punktu wyjscia.

Rozwoj czerniaka skory jest wyni-
kiem wzajemnego oddziatywania szko-
dliwych czynnikdw egzogennych, oraz
zmian endogennych utatwiajgcych po-
wstawanie nowotworu. Najwazniejszym

czynnikiem zewnetrznym warunkujgcym
rozwdj czerniaka jest promieniowanie
ultrafioletowe (UV). Z kolei wsréd czyn-
nikow wewnetrznych najwieksze zna-
czenie ma obecnos¢ pewnych zmian
w genomie melanocytéw. Zmiany te
warunkujg wiekszg wrazliwos¢ komo-
rek na mutagenne dziatanie promienio-
wania UV. Komarki, ktdérych genom zo-
stat uszkodzony przez promieniowanie
UV w stopniu uniemozliwiajagcym na-
prawe zwykle podlegajg apoptozie
w mechanizmie zaleznym od genu
p53. Jednakze komorki oporne na
apoptoze moga przezywac i dawac
poczatek klonom kumulujgcym muta-
cje. Z takich klonoéw drogg kolejnych
selekcji rozwijajg sie komorki dyspla-
styczne, a nastepnie komaorki nowotwo-
rowe [5].

Zmiany odziedziczone odgrywajg
decydujacg role w rozwoju ok. 10
proc. przypadkow czerniaka skory. Naj-
bardziej spektakularnym przyktadem
znaczenia tych zmian jest rozwoj czer-
niaka w tym samym wieku i w tej sa-
mej lokalizacji u bliznigt monozygotycz-
nych [6]. Jezeli choroba wystgpita
u krewnego lub krewnych | stopnia, to
wzgledne ryzyko zachorowania na
czerniaka wynosi od 2 do 3. Natomiast
gdy czerniak wystgpit u co najmniej
trzech cztonkéw rodziny nalezgcych do
dwodch lub wiecej pokolen, to ryzyko
wzgledne wynosi od 35 do 70. God-
ny podkreslenia jest fakt, ze nie we
wszystkich rodzinach z czestymi przy-
padkami czerniaka wystepuje zespot
znamion dysplastycznych [7].

CZERNIAK JAKO CHOROBA
GENOW SUPRESOROWYCH

W przedstawionym powyzej mode-
lu Clarka do kazdego z etapdw rozwo-
ju czerniaka mozna przyporzadkowac
charakterystyczne zmiany biologiczne
i molekularne. Badania przeprowadzo-
ne na hodowlach komdrek pobranych
ze zmian barwnikowych w réznych fa-
zach rozwoju wykazaty, ze [8]:

D melanocyty prawidtowe (tj. uzyskane
z niezmienionej skory) nie wykazujg
aberracji chromosomowych. Ich czas
zycia w hodowli jest ograniczony do
mniej wiecej 50 podwojen liczby ko-
morek, a do prawidtowego wzrostu
wymagajg czynnikdw egzogennych,
takich jak insulina, bFGF (zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastéw) i aMSH
(hormon pobudzajgcy melanocyty).



Biologia molekularna czerniaka skory

551

Ester forbolu stymuluje wzrost tych
komodrek. Ponadto prawidtowe mela-
nocyty w zasadzie nie tworzg kolonii
na podtozu potptynnym oraz nie wy-
kazujg cech proliferacji po wszcze-
pieniu ich myszom z nieczynnym
uktadem odpornosciowym (tzw. my-
szy nagie);

D komodrki pochodzace ze znamion (za-
rowno zwyktych, jak i dysplastycz-
nych) pod wzgledem biologicznym
nie réznig sie istotnie od melanocy-
téw prawidtowych, chociaz w niekto-
rych przypadkach wykazano ich
zdolnos¢ do wzrostu w pozywkach
pozbawionych egzogennego bFGF;

D komorki czerniaka pierwotnego w po-
wierzchniowej (radialnej) fazie wzro-
stu wykazujg obecnos¢ nielosowych
aberracji chromosomalnych (najcze-
Sciej w chromosomach 1., 6., 7.1 9.).
Sposréd egzogennych czynnikéw
wzrostu wymienionych powyzej wy-
magajg jedynie obecnosci insuliny.
Ich hodowla moze by¢ bez trudu
prowadzona nawet po przekroczeniu
100 podwojen liczby komorek. Ester
forbolu hamuje wzrost tych komorek.
Okoto 10 proc. komorek tworzy kolo-
nie na podtozu poétptynnym, zas
w 80 proc. przypadkéw wystepuje
wzrost guza u myszy nagich;

D komorki  czerniaka  pierwotnego
w gtebokiej (wertykalnej) fazie wzro-
stu uniezalezniajg sie od obecnosci
insuliny w pozywce. Zwieksza sie
rowniez ich zdolno$¢ do tworzenia
kolonii na podtozu potptynnym oraz
do wzrostu u myszy z nieczynnym
uktadem odpornosciowym;

D komorki uzyskane z przerzutéw czer-
niaka wykazujg obecnos¢ dodatko-
wych aberracji chromosomowych
(przewaznie w chromosomie 11.)
oraz jeszcze wiekszg zdolnos¢ do
tworzenia kolonii na podtozu potptyn-
nym (mniej wiecej 25 proc. komaorek
tworzy takie kolonie).

Sekwencja zdarzeri molekularnych
zachodzacych na poziomie genomu,
ktére warunkujg wystgpienie powyz-
szych zmian biologicznych zostata po-
znana jedynie czesciowo. Tym nie-
mniej pewne kluczowe elementy tego
procesu zostaty wyjasnione w stopniu
dostatecznym. Wyniki dotychczaso-
wych badan usprawiedliwiajg okresle-
nie czerniaka jako choroby genéw su-
presorowych.
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Ryc. 1. Podstawowe mechanizmy regulaciji cyklu komérkowego (opis w tekscie)

Regulacja cyklu komorkowego

Cykl komodrkowy jest szeregiem
zmian biologicznych zachodzgcych
w komoérce w czasie od korica jed-
nego do poczgtku nastepnego po-
dziatu. Cykl ten skfada sie z nastepu-
jacych faz:

D interfaza, ktéra dzieli sie na:

- faze G1 - do zakonczenia mitozy

do rozpoczecia syntezy DNA,

— faze S — synteza DNA,

- faze G2 — od zakonczenia synte-

zy DNA do rozpoczecia podziatu,
D mitoza, czyli podziat komorki.

Komdrki niedzielace sie znajdujg sie
w fazie spoczynkowej, ktéra jest ozna-
czana symbolem GO. Kluczowe zna-
czenie w regulacji cyklu komoérkowego
ma faza G1, w przebiegu ktdrej wyste-
puje tzw. punkt restrykcyjny. Jest to po-
jecie umowne, oznaczajgce pewng se-
kwencje zdarzen molekularnych, po
zajéciu ktérych komoérka wchodzi w fa-
ze S. Istota zjawisk zachodzacych
w punkcie restrykcyjnym polega na
tym, ze z jednej strony dziatajg tu me-
chanizmy stymulujgce przejscie komor-
ki do dalszych faz cyklu, a z drugiej
strony proces ten jest hamowany przez
przeciwstawnie dziatajgce mechanizmy
regulacyjne. Odpowiedniki punktu re-
strykcyjnego znajdujg sie rowniez na
przebiegu fazy S i fazy G2 [9].

Regulacja cyklu komdrkowego od-
bywa sie przy pomocy szeregu wza-
jemnie oddziatujgcych biatek (ryc. 1.).
Najwazniejsze znaczenie w tym proce-
sie maja:

D rodzina biatek Rb (p105, p107,
p130), ktére wigzg i utrzymuja
w stanie nieaktywnym czynniki
transkrypcyjne E2F. Aby petnic¢ te
role (tzn. by¢ w stanie aktywnym),
czasteczki biatek Rb muszg byc¢
defosforylowane (jest to sytuacja
przeciwna do spotykanej w przy-
padku wiekszosci biatek komodrko-
wych, ktére sg aktywowane poprzez
fosforylacje). W przypadku biatek
Rb ich fosforylacja powoduje utra-
te aktywnosci i odtgczenie czynni-
kow transkrypcyjnych E2F, ktoére
z kolei stymulujg ekspresje genow
kodujgcych biatka zaangazowane
w synteze DNA;

D cykliny (A, B, D, E oraz H), czyli bia-
ka, ktorych ekspresja zmienia sie pe-
riodycznie w czasie trwania cyklu ko-
morkowego. Gtoéwna rola cyklin po-
lega na fosforylacji kolejnej grupy
biatek biorgcych udziat w regulaciji
cyklu, ktére w ten sposéb stajg sie
aktywne;

D biatka, kiére sg fosforylowane przez
cykliny zostaty nazwane kinazami za-
leznymi od cyklin (CDK - ang. cyc-
lin dependent kinase). To one petig
role biatek efektorowych odpowie-
dzialnych za fosforylacje innych bia-
tek w poszczegolnych fazach cyklu;

D inhibitory CDK, wsréd ktérych naj-
wazniejsze sg 2 gtdwne grupy:

— rodzina biatek Cip/Kip, czyli biat-
ka p21, p27 i p57, oraz

— rodzina biatek INK4, czyli biatka
p16/INK4a, p15/INK4b, p18/INK4c
i p19/INK4d.
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W kontekscie rozwoju nowotwordw
ztodliwych geny kodujgce inhibito-
ry CDK petnig role gendw supre-
sorowych;

D biatko p53, ktére za posrednictwem
biatek p21, p27 oraz p16/INK4a jest
zdolne do zahamowania progresji cy-
klu komdrkowego w przypadku obec-
nosci takich uszkodzert w DNA, kt6-
rych naprawa jest niemozliwa.

Czynniki wzrostu dziatajgce na ko-
morke za posrednictwem swoistych re-
ceptorow powodujg najczescie] zwiek-
szenie ekspresji cyklin i CDK, przy jed-
noczesnym zmniejszeniu ekspresji
inhibitorow CDK. Opisana powyzej re-
gulacja cyklu komoérkowego zachodzi
rowniez w melanocytach, ale w przy-
padku ich transformacji nowotworowej
wystepujg tu istotne zmiany.

Biatko p16/INK4a w czerniaku skory

Biatko to, zwane réwniez CDKN2A,
petni role inhibitora kinaz CDK4
i CDK®6. Locus genu kodujgcego
p16/INK4a znajduje sie na chromoso-
mie 9. (pozycja 9p21). Wypadniecie
funkcji tego genu stwierdza sie
w 25-40 proc. przypadkéw sporadycz-
nych czerniakéw [10]. Zmiany w obre-
bie tego genu prowadzgce do jego in-
aktywacji mogg wystepowac jako:

D mutacje punktowe,

D delecje duzych odcinkdéw genu,

D tzw. wyciszenie genu (ang. silencing),
ktore trwale hamuje jego ekspresje
bez zmian w budowie pierwszorze-
dowej (czyli sekwencji zasad azoto-
wych); wyciszenie to nastepuje na
skutek metylacji zasad azotowych,
wchodzgcych w sktad DNA, ale mo-
ze tu rowniez odgrywac role niedaw-
no odkryty mechanizm tzw. interfe-
rencji RNA.

Istotnym czynnikiem inaktywujgcym
p16/INK4a jest promieniowanie UV.
Ponadto odziedziczone mutacje w ge-
nie p16/INK4a wystepujg u 30-50
proc. 0séb z czerniakiem nalezgcych
do rodzin z wysokg czestoscig jego
wystepowania [11]. Stwarza to poten-
cjalng mozliwos¢ wczesnego wykry-
wania predyspozycji do rozwoju tego
nowotworu.

Konsekwencije braku funkcjonalnego
biatka p16/INK4a sg bardzo powazne.
Kompleks cyklina D1/CDK4/CDK6 jest
wtedy pozbawiony gtdwnego hamulca
swojej aktywnosci i bez ograniczen

moze fosforylowa¢ kompleks biatek Rb,
ktory uwalnia czynniki transkrypcyjne
E2F. Powoduje to statg aktywacje cy-
klu komoérkowego i przechodzenie od
fazy G1 do fazy S.

Co ciekawe, biatko p16/INK4a nie
jest niezbedne do zycia organizmu.
Myszy, ktérych komaorki zostaty pozba-
wione mozliwosci wytwarzania tego
biatka sg w petni zdolne do zycia,
cho¢ czesciej od zwierzat normalnych
zapadajg na nowotwory ztosliwe.
W przypadku mutacji w ludzkim genie
p16/INK4a efekt fenotypowy jest zmien-
ny osobniczo i prawdopodobnie zale-
zy od obecnosci innych zmian gene-
tycznych [8].

Rola p19/INK4d

Biatko to jest kodowane przez ten
sam gen, co biatko p16/INK4a. Rozni-
ca miedzy obu biatkami polega na al-
ternatywnym sktadaniu transkryptu ge-
nu — w przypadku biatka p19/INK4d
dotgczany jest odmienny egzon pierw-
szy (tzw. E1B). Delecja tego egzonu
zostata wykryta w kilku liniach komor-
kowych czerniaka. Dotychczas nie wy-
kryto mutacji punktowych w obrebie te-
go egzonu w ustalonych liniach komar-
kowych Iub komodrkach czerniaka
pochodzacych z guzéw usunietych pa-
cjentom [8].

W normalnych warunkach p19/INK4d
peti 2 gtéwne funkcje: inhibitora ki-
naz CDK4 i CDK6 oraz inhibitora biat-
ka MDM2. To ostatnie biatko jest z ko-
lei silnym inhibitorem p53, a zatem
umozliwia komdrce unikniecie konse-
kwencji zahamowania cyklu komaorko-
wego w fazie G1. Brak czynnego biat-
ka p19/INK4a powoduje zatem zwiek-
szenie fosforylacji kompleksu Rb (z
nastepowym uwolnieniem czynnikdw
transkrypcyjnych E2F) oraz umozliwia
hamowanie czynnosci biatka p53
przez MDM2.

Inne geny supresorowe w czerniaku

Biatko p15/INK4b wykazuje 77 proc.
homologii w stosunku do biatka
p16/INK4a. Oba biatka petnig podob-
ne funkcje — hamujg kinazy CDK4
i CDK6. Najistotniejsza réznica miedzy
nimi polega na tym, ze ekspresja
p15/INK4b zwieksza sie pod wptywem
oddziatywania na komadrke transformu-
jacego czynnika wzrostu-beta (TGFp),
co nie jest obserwowane w przypad-

ku drugiego z omawianych biatek.
W przypadku czerniaka nie zaobser-
wowano dotychczas mutacji punkto-
wych wptywajgcych na budowe biatka
p15/INK4b. Natomiast wazny jest inny
fakt — w niektérych przypadkach ob-
serwowano brak funkcjonalnego biatka
p16/INK4a z réwnoczesnym zachowa-

niem ekspresji p15/INK4b [11].

Utrata heterozygotycznosci (LOH —
ang. loss of heterozygosity) w obrebie
locus dla genu PTEN (ramie dtugie
chromosomu 10.) jest wykrywana w 31
proc. przypadkéw pierwotnego czer-
niaka skory. Co ciekawe, zmiana ta jest
obecna juz w czerniakach o grubosci
nacieku ponizej 1,5 mm, co Swiadczy
0 jej wczesnym pojawieniu sie w cza-
sie rozwoju choroby. W przypadku ge-
nu supresorowego, jakim jest PTEN,
wykrycie LOH wskazuje na inaktywa-
cje obu jego kopii. Fizjologiczna rola
biatka PTEN polega przede wszystkim
na hamowaniu przekazywania sygna-
tow z komorkowych receptoréw czyn-
nikdw wzrostu do ukfadu kierowanego
przez biatko Ras. Jak wiadomo, Ras
jest biatkiem, ktére poprzez kaskade
kolejno fosforylowanych kinaz (Raf —
MEK — ERK — MAP) powoduje aktywa-
cje  czynnikdw  transkrypcyjnych
i w konsekwencji uruchomienie trans-
krypcji szeregu gendw zaangazowa-
nych w proliferacje komadrek. Inna rola
PTEN polega na hamowaniu przekazy-
wania sygnatéw z receptorow btono-
wych do jadra komoérkowego za po-
Srednictwem uktadu aktywowanego
przez fosfatydyloinozytol. Poniewaz
LOH w /locus genu PTEN jest wykry-
wana w niemal 1/3 przypadkéw czer-
niaka skory, utrata aktywnosci tego ge-
nu supresorowego moze miec istotne
znaczenie w powstawaniu i/lub progre-
sji choroby [8, 10].

LOH w obrebie locus dla genu p53
(najbardziej znany gen supresorowy,
ktdrego inaktywacja dotyczy okoto po-
fowy przypadkéw wszystkich nowotwo-
réw ziosliwych) jest zdarzeniem niecze-
sto wykrywanym w przypadku czernia-
ka. Dotychczas zmiana ta byta
wykrywana w ok. 15 proc. przypadkow
pierwotnego czerniaka skory, przewaz-
nie w stadium duzego zaawansowania
klinicznego. Mutacje w obrebie genu
p53 zostaly potwierdzone metodami
bezposrednimi w ok. 5 proc. przypad-
kéw czerniaka [8, 10, 12].
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Mikromacierze DNA
- noOwe spojrzenie

Przedstawione powyzej zmiany mo-
lekularne dotyczgce gendw supresoro-
wych pozwalajg na wskazanie kluczo-
wych mechanizmow, zaangazowanych
w rozwdj choroby u mniej wiecej poto-
wy chorych z czerniakiem skory. Pod-
stawowy problemem jest oczywiscie
wyjasnienie patogenezy molekularnej
drugiej potowy przypadkdéw. Z pomo-
cg przychodzi tu technologia mikroma-
cierzy DNA, ktéra pozwala na badanie
transkrypciji wielu tysiecy genéw w ra-
mach jednego eksperymentu. Znacze-
nie takiego badania w interesujacym
nas kontekscie jest dwojakie:

D zwiekszenie ilosci transkryptu dane-
go genu swiadczy wprost 0 jego
zwiekszonej ekspresji, natomiast
zmniejszenie lub zanik transkrypcji —
0 jego inaktywaciji. Zastosowanie mi-
kromacierzy drastycznie skraca okres
niezbedny do zbadania ekspresiji in-
teresujgcych nas gendéw metodami
tradycyjnymi, a ponadto moze pro-
wadzi¢ do odkrycia zmian dotych-
czas zupetnie nieznanych;

D podstawowe znaczenie dla rozwoju
choroby moze mie¢ zmiana ekspre-
sji catych zespotéw gendw (tzw. pro-
fil lub podpis genetyczny), ktéra jest
mozliwa do odkrycia tylko w przy-
padku jednoczesnego ich badania.

Uzyskana w ten sposob wiedza ma
znaczenie nie tylko poznawcze. Nowo
odkryte mechanizmy molekularne mo-
ga stanowi¢ punkty uchwytu dla dzia-
tania nowych lekéw. Ponadto okreslo-
ne profile ekspresji moga by¢ wykorzy-
stywane jako czynnki prognostyczne
i predykcyjne.

Badania przeprowadzone z zastoso-
waniem mikromacierzy DNA potwier-
dzajg wczesniejsze dane na temat
zmian molekularnych, zaangazowanych
w powstawanie i progresje czerniaka.
Dotychczas zbadano profile ekspresiji
zarowno ustalonych linii komorkowych
tego nowotworu, jak i komorek uzyska-
nych z guzow pierwotnych i przerzuto-
wych rozpoznanych u poszczegoélinych
pacjentéw. W miare progresji czernia-
ka od postaci nieinwazyjnej do prze-
rzutow odlegtych nastepuje utrata eks-
presji ok. 30-40 gendw. Rownoczesnie
tylko kilka gendw zwieksza swojg eks-
presje. Potwierdza to przytoczong
wczesniej hipoteze, ze czerniak jest
chorobg gendw supresorowych [13-16].

Rozwoj technologii mikromacierzy
DNA ogromnie poszerzyt mozliwosci
warsztatowe biologéw molekularnych.
Z punktu widzenia onkologa kliniczne-
go mozna zapytac¢: co z tego wynika
dla pacjenta? Na razie niewiele, a bie-
rze sie to stad, ze istnieje szereg pro-
blemdéw czekajacych na rozwigzanie.
Najwazniejsze z nich to:

D istniejgce ciggle powazne trudnosci
metodologiczne w zakresie prawidto-
wego opracowania i interpretacji ol-
brzymiej ilosci danych pochodzgcych
z eksperymentow, w ktdre jest zaan-
gazowana technologia mikromacierzy;

D brak prospektywnych badan Klinicz-
nych, potwierdzajacych efektywnosé
postugiwania sie profilami ekspresji
jako czynnikami prognostycznymi
i predykcyjnymi.

Tym niemniej mikromacierze DNA
beda niewatpliwie — w miare przezwy-
ciezania powyzszych trudnosci — zaj-
mowac coraz bardziej znaczgcg pozy-
cje nie tylko w laboratoriach, ale takze
przy tézku chorego.

ONKOGENY W CZERNIAKU

Mutacje w genach rodziny RAS sg
wykrywane tylko w ok. 10 proc. przy-
padkéw czerniaka. Sposréd ogdlnej
liczby nowotworéw ztosliwych mutacije
w tych genach spotyka sie w ponad
50 proc. przypadkéw. Jednakze bada-
nia przeprowadzone na liniach komor-
kowych oraz materiale uzyskanym
z guzoéw pierwotnych wykazaty, ze gen
kodujacy biatko RAF moze by¢ zmu-
towany w ponad potowie przypadkéw
czerniaka. RAF jest cytoplazmatyczng
kinazg serynowo-treoninowg i ulega ak-
tywacji pod wptywem RAS. RAF uru-
chamia wspomniang powyzej kaskade
kinaz, ktorej sktadniki sg kolejno fosfo-
rylowane i tg drogg nastepuje przeno-
szenie sygnatdw molekularnych stymu-
lujgcych proliferacje z powierzchni bfo-
ny komorkowe] do jgdra. Ponadto
wykazano, ze biatko RhoC, ktére ma
wiasciwosci podobne do RAS, moze
odgrywac istotng role w nabywaniu
przez komorki czerniaka zdolnosci do
tworzenia przerzutéw [17].

Kinaza CDK4, ktdra petni kluczowg
role w fosforylacji biatek Rb, wykazuje
obecnos¢ mutacji w kilku procentach
przypadkoéw czerniaka. Mutacje te pro-
wadzg do drastycznego zmniejszenia
zdolnosci wigzania sie prawidtowego
biatka p16/INK4a ze zmieniong cza-
steczkg CDK4. Réwnoczesnie zmuto-

wana forma CDK4 posiada niezmienio-
ne powinowactwo do biatek Rb [18].

Rozne doniesienia wskazujg na
wazng role nadekspresji innych onko-
genow w patogenezie molekularnej
czerniaka. Mozna tu wymieni¢ biatko
bcl-2, ktdre jest zlokalizowane w bto-
nach mitochondrialnych i dziata jako
czynnik hamujacy apoptoze. Jednak-
ze istniejg sugestie, ze zmiany te wy-
stepujg stosunkowo pézno w przebie-
gu choroby. Bytby to kolejny argument
przemawiajgcy za hipotezg, ze poczat-
kowe etapy powstawania i rozwoju
czerniaka sg zalezne od utraty ekspre-
sji gendw supresorowych [5, 8, 10].
W tym kontekscie niezwykle intryguja-
ca jest rola pewnego onkogenu w pro-
gresji ludzkiego czerniaka.

Rola c-KIT w czerniaku

Protoonkogen c-KIT (CD117) kodu-
je biatko receptorowe obecne w btonie
komorkowej, ktorego czesc¢ cytopla-
zmatyczna wykazuje aktywnosc¢ kinazy
tyrozynowej. Mutacje w obrebie tego
protoonkogenu prowadzg do aktywacii
receptora c-KIT bez koniecznosci wig-
zania sie liganda. W warunkach fizjo-
logicznych biatko c-KIT jest obecne
m.in. na macierzystych komorkach
krwiotworczych. Ligandem aktywujgcym
ten receptor jest cytokina SCF (ang.
stem cell factor), ktdra jest w tym przy-
padku wytwarzana przez komorki pod-
Scieliska szpiku kostnego. Niedawno
zmutowany c-KIT zostat zidentyfikowa-
ny jako wazny onkogen w guzach zre-
bu przewodu pokarmowego (GIST).
Odkrycie to, wraz z wykazaniem ha-
mowania aktywnosci c-KIT przez ima-
tinib, spowodowato przetom w lecze-
niu tych nowotworéw [19].

W przypadku czerniaka sytuacja jest
dos¢ zaskakujgca: onkogen c-KIT sta-
je sie tu genem supresorowym. Ekspre-
sja c-KIT na powierzchni prawidtowych
melanocytéw jest duza. Natomiast
w przypadku ok. 70 proc. linii komor-
kowych ludzkiego czerniaka ekspresja
ta jest niewykrywalna. Podobna sytu-
acja ma miejsce w przypadku guzow
przerzutowych u pacjentow z czernia-
kiem. Wykazano ponadto, ze utrata
ekspresji c-KIT przez komorki czernia-
ka wyraznie koreluje z ich potencjatem
do tworzenia guzow przerzutowych
u myszy z nieczynnym uktadem odpor-
nosciowym. Wyniki kolejnych ekspery-
mentéw dowiodty, ze SCF indukuje
apoptoze komorek czerniaka, wykazu-
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Ryc. 2. Kluczowe mechanizmy molekularne zaangazowane w powstawanie i progresj¢ czerniaka

jacych ekspresje c-KIT. Nastepnie wy-
kazano, ze ekspresja c-KIT na po-
wierzchni komorek czerniaka znajduje
sie pod kontrolg czynnika transkrypcyj-
nego AP-2. Linie komdérkowe czerniaka
0 wysokim potencjale metastatycznym
nie wykazujg ekspresji AP-2. Utrata eks-
presji AP-2 i c-KIT jest przypuszczalnie
jednym z kluczowych zdarzen prowa-
dzacych do przejscia czerniaka z fazy
wzrostu powierzchniowego (radialnego)
do fazy wzrostu gtebokiego (wertykal-
nego), co w praktyce klinicznej jest wi-
doczne jako rozwdj guza naciekajgce-
go skdre wiasciwg [20].

Badanie ekspresji AP-2 i/lub c-KIT
moze by¢ wykorzystane do prognozo-
wania przebiegu wczesnego czerniaka
skory. Wykazano, ze utrata ekspresji
AP-2 u chorych z czerniakiem w | stop-
niu zaawansowania klinicznego korelu-
je z krotszym czasem catkowitego prze-
zycia. Ponadto mozliwe jest rozwazanie
wykorzystania SCF w leczeniu chorych
z czerniakiem w przypadku obecnosci
ekspresji ¢-KIT. Mozna wreszcie brac
pod uwage mozliwos¢ zastosowania te-
rapii genowej, polegajgcej na transfek-
cji komorek czerniaka prawidtowg ko-
pig genu c-KIT [20, 21].

PODSUMOWANIE

Biologia molekularna czerniaka sko-
ry nadal kryje wiele zagadek. Co praw-
da pewne zmiany, ktére wydajg sie
mie¢ kluczowe znaczenie w inicjacji
i progresji tego nowotworu zostaty zi-
dentyfikowane, to jednak duza liczba

probleméw nadal oczekuje na rozwig-
zanie. Z poznawczego punktu widze-
nia mozna pokusi¢ sie o przedstawie-
nie kluczowych zmian molekularnych
w powigzaniu z konkretnymi zmianami
zachodzgcymi w biologii melanocytow
na poszczegolnych etapach rozwoju
tego nowotworu (ryc. 2.). Natomiast
z klinicznego punktu widzenia wazne
jest, jaka czes$¢ naszej wiedzy na te-
mat molekularnej patogenezy czernia-
ka moze by¢ przydatna w codziennej
praktyce medycznej. Na razie mozna
tu méwic raczej tylko o potencjalnych
mozliwosciach, takich jak:

D wykorzystanie badania nosicielstwa
mutacji (np. w genie kodujgcym biat-
ka p16/INK4a i p19/INK4d) do pro-
gnozowania ryzyka wystgpienia czer-
niaka;

D poszukiwanie nowych czynnikdw pro-
gnostycznych i predykcyjnych u cho-
rych z czerniakiem. Moze tu byc¢
przydatna zarébwno ocena ekspresiji
pojedynczych genéw (np. AP-2,
c-KIT), jak réwniez badanie profilu
ekspresji wielu gendw przy pomocy
technologii mikromacierzy DNA,

D poszukiwanie punktéw uchwytu dla
dziatania nowych lekéw przeciwczer-
niakowych, oraz mozliwos¢ indywidu-
alizacji leczenia w zaleznosci od wy-
nikdw badani molekularnych wykony-
wanych u poszczegolnych pacjentow.

Abstrahujgc od szeregu przeszkod
do pokonania na drodze do wykorzy-
stania powyzszych idei w praktyce

mozna podac kilka konkretnych przy-

ktaddw, jak to zrobi¢ [8]:

D osoby, u ktérych zostato wykryte no-
sicielstwo mutacji zwiekszajacych ry-
zyko zachorowania na czerniaka mo-
glyby by¢ poddane programom edu-
kacyjnym (np. w celu uswiadomienia
koniecznos¢ unikania ekspozycji na
promieniowanie stoneczne) oraz Sci-
stym badaniom przesiewowym;

D mozna wykorzysta¢ obecnos¢ pro-
duktow zmutowanych gendéw w ko-
morkach czerniaka (np. kinazy
CDK4) w celu indukcji przeciwko nim
odpowiedzi immunologicznej;

D wprowadzenie prawidtowej kopii ge-
nu p16/INK4a do komdrek czerniaka
mogtoby przywréci¢ prawidtowg re-
gulacje cyklu komodrkowego, co
w efekcie hamowatoby progresje no-
wotworu;

D w fazie badan przedklinicznych znaj-
dujg sie zwigzki matoczgsteczkowe
nasladujgce dziatanie prawidtowego
biatka p16/INK4a, a zatem przywra-
cajgce normalng regulacje cyklu ko-
morkowego.

Droga do wykorzystania powyzszych
idei w praktyce Klinicznej jest jeszcze
dos¢ dtuga. Tym niemniej reprezentu-
ja one bardzo obiecujgcag dziedzine
onkologii, czyli tzw. badania translacyj-
ne, ktére majg na celu wykorzystanie
wiedzy zdobytej podczas prowadzenia
badan podstawowych do osiggniecia
nowych korzysci klinicznych u chorych
na nowotwory. Jest to obszar badan,
ktérych wyniki mogg w najblizszych la-
tach spowodowac¢ znaczne postepy
w leczeniu nowotworéw ztosliwych.
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