
WPROWADZENIE

Czerniak skóry, jak ka¿dy nowotwór

z³oœliwy, jest chorob¹ genetyczn¹.

Oznacza to, ¿e za jego rozwój s¹ od-

powiedzialne trwa³e zmiany w genomie

melanocytów. Zmiany te s¹ przyczyn¹

nabywania przez komórki fenotypu z³o-

œliwego, na który sk³adaj¹ siê nastêpu-

j¹ce cechy [1]: 

��utrata kontroli wzrostu (uniezale¿nie-

nie siê od egzogennych czynników

wzrostu oraz niewra¿liwoœæ na dzia-

³anie czynników hamuj¹cych), 

��opornoœæ na apoptozê, 

��zdolnoœæ do nieograniczonego na-

mna¿ania siê oraz ró¿nie nasilona

utrata zdolnoœci do ró¿nicowania siê

i dojrzewania, 

��zdolnoœæ do indukcji angiogenezy, 

��zdolnoœæ do inwazji tkanek s¹sied-

nich, 

��zdolnoœæ do zasiedlania œrodowiska

ektopowego, czyli tworzenie prze-

rzutów. 

Ka¿da z powy¿szych cech mo¿ne

byæ w sposób mniej lub bardziej ja-

sny powi¹zana z okreœlonymi zmiana-

mi na poziomie genomu komórki no-

wotworowej. 

Protoonkogeny i geny supresorowe

odgrywaj¹ g³ówn¹ rolê w procesie no-

wotworzenia. Brak równowagi miêdzy

dzia³aniem obu tych grup prowadzi do

nabywania fenotypu z³oœliwego. Za

zmianê funkcji genów bior¹cych udzia³

w onkogenezie odpowiedzialne s¹ mu-

tacje, które zwykle kumuluj¹ siê w ma-

teriale genetycznym przez dziesiêcio-

lecia. Je¿eli pewne mutacje zostan¹

odziedziczone, to czas potrzebny do

rozwoju nowotworu mo¿e byæ wielo-

krotnie krótszy. Iloœæ mutacji gromadzo-

nych w materiale genetycznym komór-

ki jest wypadkow¹ si³y dzia³ania egzo-

gennych czynników mutagennych,

aktywnoœci uk³adów detoksykacyjnych

organizmu oraz sprawnoœci mechani-

zmów naprawy uszkodzeñ DNA. Czyn-

nikiem decyduj¹cym o nowotworzeniu

mo¿e byæ zarówno przekszta³cenie

protoonkogenów – w normalnych wa-

runkach stymuluj¹cych wzrost i namna-

¿anie siê komórek – w onkogeny, jak

i wypadniêcie funkcji genów supreso-

rowych, które wykazuj¹ dzia³anie prze-

ciwstawne, tj. hamuj¹ proliferacjê [2]. 

Wed³ug koncepcji Berta Vogelsteina

geny supresorowe mo¿na podzieliæ na

2 klasy [3]. Pierwsz¹ z nich stanowi¹

geny zwane portierami (ang. gatekee-

pers), drug¹ – geny zwane dozorcami

(ang. caretakers). Portierzy pe³ni¹ œci-

œle okreœlone funkcje na przebiegu we-

wn¹trzkomórkowych szlaków moleku-

larnych, gdzie hamuj¹ wzrost komórek

lub promuj¹ ich apoptozê. Do tej gru-

py nale¿¹ m.in. nastêpuj¹ce geny:

RB1, p53, WT1, NF1, NF2, VHL,

MEN1, MEN2, p16, CDK4, PTEN, APC,

BRCA1, BRCA2, SDHD oraz CYLD.

W przypadku genów nale¿¹cych do tej

grupy rozwój nowotworu nastêpuje po

inaktywacji obu kopii, przy czym mu-

tacja w jednym allelu mo¿e byæ odzie-

dziczona. Geny dozorcy pe³ni¹ bardziej

ogólne funkcje, polegaj¹ce – jak sama

nazwa wskazuje – na utrzymywaniu

pewnego porz¹dku w genomie. Nale-

¿¹ tu przede wszystkim geny, których

Czerniak, jak ka¿dy nowotwór z³o-

œliwy, jest chorob¹ genetyczn¹. Je-

go progresja jest spowodowana ku-

mulowaniem siê zmian w materiale

genetycznym. W rozwój czerniaka

s¹ zaanga¿owane zarówno onko-

geny, jak i geny supresorowe.

Wiêkszoœæ genów supresorowych

mo¿e byæ zaliczona do jednej

z dwóch grup – s¹ to tzw. geny

„portierzy” lub geny „dozorcy”. In-

aktywacja genów nale¿¹cych do

pierwszej grupy odgrywa podsta-

wow¹ rolê w rozwoju ok. 50 proc.

przypadków czerniaka skóry

u cz³owieka. Rozwój czerniaka skó-

ry jest procesem stopniowym: od

melanocytów prawid³owych, po-

przez komórki wchodz¹ce w sk³ad

znamion, fazê wzrostu radialnego,

fazê wzrostu wertykalnego, a¿ do

choroby przerzutowej. Mechanizmy

molekularne bêd¹ce przyczyn¹

rozwoju czerniaka nie zosta³y do-

tychczas w pe³ni poznane. Jednak-

¿e zidentyfikowano pewne zmiany

o kluczowym znaczeniu w tym pro-

cesie. Wyniki licznych badañ wska-

zuj¹ na wa¿n¹ rolê zahamowania

ekspresji genu p16/INK4a, którego

produkt bia³kowy pe³ni kluczow¹ ro-

lê w regulacji cyklu komórkowego.

Wyniki badania profilu ekspresji ko-

mórek czerniaka przy pomocy

technologii mikromacierzy DNA po-

twierdzaj¹, ¿e czerniak mo¿e byæ

okreœlony jako „choroba genów su-

presorowych”. Tym niemniej akty-

wacja niektórych onkogenów rów-

nie¿ odgrywa wa¿n¹ rolê w rozwo-

ju tego nowotworu. Utrata ekspresji

genów AP-2 i c-KIT ma prawdopo-

dobnie kluczowe znaczenie dla na-

bywania przez komórki czerniaka

zdolnoœci do tworzenia przerzutów. 

S³owa kluczowe: czerniak, biologia

molekularna, cykl komórkowy, geny

supresorowe, onkogeny, p16/INK4a. 
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produkty bia³kowe s¹ zaanga¿owane

w naprawê uszkodzeñ DNA oraz

ochronê genomu przed szkodliwym

wp³ywem ksenobiotyków i metabolitów

wewn¹trzkomórkowych. Do tej grupy

zalicza siê m.in. nastêpuj¹ce geny: XP,

CS, ERCC1, TFIIH, ATM, BLM, FANCA,

hMSH, hMLH1, hPMS, WRN, LKB1

oraz SMAD4. Mutacje inaktywuj¹ce te

geny nie prowadz¹ per se do rozwoju

nowotworów (sytuacja taka ma miejsce

w przypadku genów portierów). Nato-

miast wypadniêcie czynnoœci jednego

z genów nale¿¹cych do tej grupy zna-

cz¹co zwiêksza niestabilnoœæ genomu.

W konsekwencji prowadzi to do wzro-

stu ryzyka wyst¹pienia takich mutacji

w protoonkogenach lub genach supre-

sorowych, które bezpoœrednio s¹ przy-

czyn¹ rozwoju fenotypu z³oœliwego. 

JAK POWSTAJE CZERNIAK? 

OdpowiedŸ na powy¿sze pytanie

pozostaje niepe³na. Zidentyfikowano co

prawda szereg czynników ryzyka roz-

woju czerniaka, ale nadal daleko do

pe³nego zrozumienia ich oddzia³ywañ

na poziomie molekularnym. Na pozio-

mie zmian klinicznych obowi¹zuje mo-

del zaproponowany przez Clarka

i wsp., który zak³ada stopniowe prze-

kszta³canie siê melanocytów w komór-

ki dysplastyczne, a nastêpnie w komór-

ki atypowe o pe³nym fenotypie z³oœli-

wym [4]. Etapy rozwoju prowadz¹cego

od zmiany ³agodnej do uogólnionego

czerniaka obejmuj¹ kolejno: 

��znamiê nabyte zwyk³e lub znamiê

wrodzone, 

��znamiê dysplastyczne, 

��czerniak pierwotny – faza wzrostu

powierzchniowego (radialnego), 

��czerniak pierwotny – faza wzrostu

g³êbokiego (wertykalnego), 

��czerniak przerzutowy. 

Nale¿y pamiêtaæ, ¿e jest to tylko

ogólny schemat sprawdzaj¹cy siê

w przypadkach typowych. Czasami

w przebiegu klinicznym choroby wi-

doczne s¹ tylko koñcowe etapy opisa-

nego procesu – skrajnym przypadkiem

jest rozpoznanie przerzutów odleg³ych

czerniaka bez znanego punktu wyjœcia. 

Rozwój czerniaka skóry jest wyni-

kiem wzajemnego oddzia³ywania szko-

dliwych czynników egzogennych, oraz

zmian endogennych u³atwiaj¹cych po-

wstawanie nowotworu. Najwa¿niejszym

czynnikiem zewnêtrznym warunkuj¹cym

rozwój czerniaka jest promieniowanie

ultrafioletowe (UV). Z kolei wœród czyn-

ników wewnêtrznych najwiêksze zna-

czenie ma obecnoœæ pewnych zmian

w genomie melanocytów. Zmiany te

warunkuj¹ wiêksz¹ wra¿liwoœæ komó-

rek na mutagenne dzia³anie promienio-

wania UV. Komórki, których genom zo-

sta³ uszkodzony przez promieniowanie

UV w stopniu uniemo¿liwiaj¹cym na-

prawê zwykle podlegaj¹ apoptozie

w mechanizmie zale¿nym od genu

p53. Jednak¿e komórki oporne na

apoptozê mog¹ prze¿ywaæ i dawaæ

pocz¹tek klonom kumuluj¹cym muta-

cje. Z takich klonów drog¹ kolejnych

selekcji rozwijaj¹ siê komórki dyspla-

styczne, a nastêpnie komórki nowotwo-

rowe [5]. 

Zmiany odziedziczone odgrywaj¹

decyduj¹c¹ rolê w rozwoju ok. 10

proc. przypadków czerniaka skóry. Naj-

bardziej spektakularnym przyk³adem

znaczenia tych zmian jest rozwój czer-

niaka w tym samym wieku i w tej sa-

mej lokalizacji u bliŸni¹t monozygotycz-

nych [6]. Je¿eli choroba wyst¹pi³a

u krewnego lub krewnych I stopnia, to

wzglêdne ryzyko zachorowania na

czerniaka wynosi od 2 do 3. Natomiast

gdy czerniak wyst¹pi³ u co najmniej

trzech cz³onków rodziny nale¿¹cych do

dwóch lub wiêcej pokoleñ, to ryzyko

wzglêdne wynosi od 35 do 70. God-

ny podkreœlenia jest fakt, ¿e nie we

wszystkich rodzinach z czêstymi przy-

padkami czerniaka wystêpuje zespó³

znamion dysplastycznych [7]. 

CZERNIAK JAKO CHOROBA

GENÓW SUPRESOROWYCH

W przedstawionym powy¿ej mode-

lu Clarka do ka¿dego z etapów rozwo-

ju czerniaka mo¿na przyporz¹dkowaæ

charakterystyczne zmiany biologiczne

i molekularne. Badania przeprowadzo-

ne na hodowlach komórek pobranych

ze zmian barwnikowych w ró¿nych fa-

zach rozwoju wykaza³y, ¿e [8]: 

��melanocyty prawid³owe (tj. uzyskane

z niezmienionej skóry) nie wykazuj¹

aberracji chromosomowych. Ich czas

¿ycia w hodowli jest ograniczony do

mniej wiêcej 50 podwojeñ liczby ko-

mórek, a do prawid³owego wzrostu

wymagaj¹ czynników egzogennych,

takich jak insulina, bFGF (zasadowy

czynnik wzrostu fibroblastów) i αMSH

(hormon pobudzaj¹cy melanocyty).

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-

lopment 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.
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Ester forbolu stymuluje wzrost tych

komórek. Ponadto prawid³owe mela-

nocyty w zasadzie nie tworz¹ kolonii

na pod³o¿u pó³p³ynnym oraz nie wy-

kazuj¹ cech proliferacji po wszcze-

pieniu ich myszom z nieczynnym

uk³adem odpornoœciowym (tzw. my-

szy nagie); 

��komórki pochodz¹ce ze znamion (za-

równo zwyk³ych, jak i dysplastycz-

nych) pod wzglêdem biologicznym

nie ró¿ni¹ siê istotnie od melanocy-

tów prawid³owych, chocia¿ w niektó-

rych przypadkach wykazano ich

zdolnoœæ do wzrostu w po¿ywkach

pozbawionych egzogennego bFGF; 

��komórki czerniaka pierwotnego w po-

wierzchniowej (radialnej) fazie wzro-

stu wykazuj¹ obecnoœæ nielosowych

aberracji chromosomalnych (najczê-

œciej w chromosomach 1., 6., 7. i 9.).

Spoœród egzogennych czynników

wzrostu wymienionych powy¿ej wy-

magaj¹ jedynie obecnoœci insuliny.

Ich hodowla mo¿e byæ bez trudu

prowadzona nawet po przekroczeniu

100 podwojeñ liczby komórek. Ester

forbolu hamuje wzrost tych komórek.

Oko³o 10 proc. komórek tworzy kolo-

nie na pod³o¿u pó³p³ynnym, zaœ

w 80 proc. przypadków wystêpuje

wzrost guza u myszy nagich; 

��komórki czerniaka pierwotnego

w g³êbokiej (wertykalnej) fazie wzro-

stu uniezale¿niaj¹ siê od obecnoœci

insuliny w po¿ywce. Zwiêksza siê

równie¿ ich zdolnoœæ do tworzenia

kolonii na pod³o¿u pó³p³ynnym oraz

do wzrostu u myszy z nieczynnym

uk³adem odpornoœciowym; 

��komórki uzyskane z przerzutów czer-

niaka wykazuj¹ obecnoœæ dodatko-

wych aberracji chromosomowych

(przewa¿nie w chromosomie 11.)

oraz jeszcze wiêksz¹ zdolnoœæ do

tworzenia kolonii na pod³o¿u pó³p³yn-

nym (mniej wiêcej 25 proc. komórek

tworzy takie kolonie). 

Sekwencja zdarzeñ molekularnych

zachodz¹cych na poziomie genomu,

które warunkuj¹ wyst¹pienie powy¿-

szych zmian biologicznych zosta³a po-

znana jedynie czêœciowo. Tym nie-

mniej pewne kluczowe elementy tego

procesu zosta³y wyjaœnione w stopniu

dostatecznym. Wyniki dotychczaso-

wych badañ usprawiedliwiaj¹ okreœle-

nie czerniaka jako choroby genów su-

presorowych. 

Regulacja cyklu komórkowego
Cykl komórkowy jest szeregiem

zmian biologicznych zachodz¹cych
w komórce w czasie od koñca jed-
nego do pocz¹tku nastêpnego po-
dzia³u. Cykl ten sk³ada siê z nastêpu-
j¹cych faz: 
��interfaza, która dzieli siê na: 

– fazê G1 – do zakoñczenia mitozy
do rozpoczêcia syntezy DNA, 

– fazê S – synteza DNA, 
– fazê G2 – od zakoñczenia synte-

zy DNA do rozpoczêcia podzia³u, 
��mitoza, czyli podzia³ komórki. 

Komórki niedziel¹ce siê znajduj¹ siê
w fazie spoczynkowej, która jest ozna-
czana symbolem G0. Kluczowe zna-
czenie w regulacji cyklu komórkowego
ma faza G1, w przebiegu której wystê-
puje tzw. punkt restrykcyjny. Jest to po-
jêcie umowne, oznaczaj¹ce pewn¹ se-
kwencjê zdarzeñ molekularnych, po
zajœciu których komórka wchodzi w fa-
zê S. Istota zjawisk zachodz¹cych
w punkcie restrykcyjnym polega na
tym, ¿e z jednej strony dzia³aj¹ tu me-
chanizmy stymuluj¹ce przejœcie komór-
ki do dalszych faz cyklu, a z drugiej
strony proces ten jest hamowany przez
przeciwstawnie dzia³aj¹ce mechanizmy
regulacyjne. Odpowiedniki punktu re-
strykcyjnego znajduj¹ siê równie¿ na
przebiegu fazy S i fazy G2 [9]. 

Regulacja cyklu komórkowego od-
bywa siê przy pomocy szeregu wza-
jemnie oddzia³uj¹cych bia³ek (ryc. 1.).
Najwa¿niejsze znaczenie w tym proce-
sie maj¹: 

��rodzina bia³ek Rb (p105, p107,

p130), które wi¹¿¹ i utrzymuj¹

w stanie nieaktywnym czynniki

transkrypcyjne E2F. Aby pe³niæ tê

rolê (tzn. byæ w stanie aktywnym),

cz¹steczki bia³ek Rb musz¹ byæ

defosforylowane (jest to sytuacja

przeciwna do spotykanej w przy-

padku wiêkszoœci bia³ek komórko-

wych, które s¹ aktywowane poprzez

fosforylacjê). W przypadku bia³ek

Rb ich fosforylacja powoduje utra-

tê aktywnoœci i od³¹czenie czynni-

ków transkrypcyjnych E2F, które

z kolei stymuluj¹ ekspresjê genów

koduj¹cych bia³ka zaanga¿owane

w syntezê DNA; 

��cykliny (A, B, D, E oraz H), czyli bia³-

ka, których ekspresja zmienia siê pe-

riodycznie w czasie trwania cyklu ko-

mórkowego. G³ówna rola cyklin po-

lega na fosforylacji kolejnej grupy

bia³ek bior¹cych udzia³ w regulacji

cyklu, które w ten sposób staj¹ siê

aktywne; 

��bia³ka, które s¹ fosforylowane przez

cykliny zosta³y nazwane kinazami za-

le¿nymi od cyklin (CDK – ang. cyc-

lin dependent kinase). To one pe³ni¹

rolê bia³ek efektorowych odpowie-

dzialnych za fosforylacjê innych bia-

³ek w poszczególnych fazach cyklu; 

��inhibitory CDK, wœród których naj-

wa¿niejsze s¹ 2 g³ówne grupy: 

– rodzina bia³ek Cip/Kip, czyli bia³-

ka p21, p27 i p57, oraz

– rodzina bia³ek INK4, czyli bia³ka

p16/INK4a, p15/INK4b, p18/INK4c

i p19/INK4d. 

Ryc. 1. Podstawowe mechanizmy regulacji cyklu komórkowego (opis w tekœcie) 
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W kontekœcie rozwoju nowotworów

z³oœliwych geny koduj¹ce inhibito-

ry CDK pe³ni¹ rolê genów supre-

sorowych; 

��bia³ko p53, które za poœrednictwem

bia³ek p21, p27 oraz p16/INK4a jest

zdolne do zahamowania progresji cy-

klu komórkowego w przypadku obec-

noœci takich uszkodzeñ w DNA, któ-

rych naprawa jest niemo¿liwa. 

Czynniki wzrostu dzia³aj¹ce na ko-

mórkê za poœrednictwem swoistych re-

ceptorów powoduj¹ najczêœciej zwiêk-

szenie ekspresji cyklin i CDK, przy jed-

noczesnym zmniejszeniu ekspresji

inhibitorów CDK. Opisana powy¿ej re-

gulacja cyklu komórkowego zachodzi

równie¿ w melanocytach, ale w przy-

padku ich transformacji nowotworowej

wystêpuj¹ tu istotne zmiany. 

Białko p16/INK4a w czerniaku skóry
Bia³ko to, zwane równie¿ CDKN2A,

pe³ni rolê inhibitora kinaz CDK4

i CDK6. Locus genu koduj¹cego

p16/INK4a znajduje siê na chromoso-

mie 9. (pozycja 9p21). Wypadniêcie

funkcji tego genu stwierdza siê

w 25–40 proc. przypadków sporadycz-

nych czerniaków [10]. Zmiany w obrê-

bie tego genu prowadz¹ce do jego in-

aktywacji mog¹ wystêpowaæ jako: 

��mutacje punktowe, 

��delecje du¿ych odcinków genu, 

��tzw. wyciszenie genu (ang. silencing),

które trwale hamuje jego ekspresjê

bez zmian w budowie pierwszorzê-

dowej (czyli sekwencji zasad azoto-

wych); wyciszenie to nastêpuje na

skutek metylacji zasad azotowych,

wchodz¹cych w sk³ad DNA, ale mo-

¿e tu równie¿ odgrywaæ rolê niedaw-

no odkryty mechanizm tzw. interfe-

rencji RNA. 

Istotnym czynnikiem inaktywuj¹cym

p16/INK4a jest promieniowanie UV.

Ponadto odziedziczone mutacje w ge-

nie p16/INK4a wystêpuj¹ u 30–50

proc. osób z czerniakiem nale¿¹cych

do rodzin z wysok¹ czêstoœci¹ jego

wystêpowania [11]. Stwarza to poten-

cjaln¹ mo¿liwoœæ wczesnego wykry-

wania predyspozycji do rozwoju tego

nowotworu. 

Konsekwencje braku funkcjonalnego

bia³ka p16/INK4a s¹ bardzo powa¿ne.

Kompleks cyklina D1/CDK4/CDK6 jest

wtedy pozbawiony g³ównego hamulca

swojej aktywnoœci i bez ograniczeñ

mo¿e fosforylowaæ kompleks bia³ek Rb,

który uwalnia czynniki transkrypcyjne

E2F. Powoduje to sta³¹ aktywacjê cy-

klu komórkowego i przechodzenie od

fazy G1 do fazy S. 

Co ciekawe, bia³ko p16/INK4a nie

jest niezbêdne do ¿ycia organizmu.

Myszy, których komórki zosta³y pozba-

wione mo¿liwoœci wytwarzania tego

bia³ka s¹ w pe³ni zdolne do ¿ycia,

choæ czêœciej od zwierz¹t normalnych

zapadaj¹ na nowotwory z³oœliwe.

W przypadku mutacji w ludzkim genie

p16/INK4a efekt fenotypowy jest zmien-

ny osobniczo i prawdopodobnie zale-

¿y od obecnoœci innych zmian gene-

tycznych [8]. 

Rola p19/INK4d
Bia³ko to jest kodowane przez ten

sam gen, co bia³ko p16/INK4a. Ró¿ni-

ca miêdzy obu bia³kami polega na al-

ternatywnym sk³adaniu transkryptu ge-

nu – w przypadku bia³ka p19/INK4d

do³¹czany jest odmienny egzon pierw-

szy (tzw. E1β). Delecja tego egzonu

zosta³a wykryta w kilku liniach komór-

kowych czerniaka. Dotychczas nie wy-

kryto mutacji punktowych w obrêbie te-

go egzonu w ustalonych liniach komór-

kowych lub komórkach czerniaka

pochodz¹cych z guzów usuniêtych pa-

cjentom [8]. 

W normalnych warunkach p19/INK4d

pe³ni 2 g³ówne funkcje: inhibitora ki-

naz CDK4 i CDK6 oraz inhibitora bia³-

ka MDM2. To ostatnie bia³ko jest z ko-

lei silnym inhibitorem p53, a zatem

umo¿liwia komórce unikniêcie konse-

kwencji zahamowania cyklu komórko-

wego w fazie G1. Brak czynnego bia³-

ka p19/INK4a powoduje zatem zwiêk-

szenie fosforylacji kompleksu Rb (z

nastêpowym uwolnieniem czynników

transkrypcyjnych E2F) oraz umo¿liwia

hamowanie czynnoœci bia³ka p53

przez MDM2. 

Inne geny supresorowe w czerniaku
Bia³ko p15/INK4b wykazuje 77 proc.

homologii w stosunku do bia³ka

p16/INK4a. Oba bia³ka pe³ni¹ podob-

ne funkcje – hamuj¹ kinazy CDK4

i CDK6. Najistotniejsza ró¿nica miêdzy

nimi polega na tym, ¿e ekspresja

p15/INK4b zwiêksza siê pod wp³ywem

oddzia³ywania na komórkê transformu-

j¹cego czynnika wzrostu-beta (TGFβ),
co nie jest obserwowane w przypad-

ku drugiego z omawianych bia³ek.

W przypadku czerniaka nie zaobser-

wowano dotychczas mutacji punkto-

wych wp³ywaj¹cych na budowê bia³ka

p15/INK4b. Natomiast wa¿ny jest inny

fakt – w niektórych przypadkach ob-

serwowano brak funkcjonalnego bia³ka

p16/INK4a z równoczesnym zachowa-

niem ekspresji p15/INK4b [11]. 

Utrata heterozygotycznoœci (LOH –

ang. loss of heterozygosity) w obrêbie

locus dla genu PTEN (ramiê d³ugie

chromosomu 10.) jest wykrywana w 31

proc. przypadków pierwotnego czer-

niaka skóry. Co ciekawe, zmiana ta jest

obecna ju¿ w czerniakach o gruboœci

nacieku poni¿ej 1,5 mm, co œwiadczy

o jej wczesnym pojawieniu siê w cza-

sie rozwoju choroby. W przypadku ge-

nu supresorowego, jakim jest PTEN,

wykrycie LOH wskazuje na inaktywa-

cjê obu jego kopii. Fizjologiczna rola

bia³ka PTEN polega przede wszystkim

na hamowaniu przekazywania sygna-

³ów z komórkowych receptorów czyn-

ników wzrostu do uk³adu kierowanego

przez bia³ko Ras. Jak wiadomo, Ras

jest bia³kiem, które poprzez kaskadê

kolejno fosforylowanych kinaz (Raf –

MEK – ERK – MAP) powoduje aktywa-

cjê czynników transkrypcyjnych

i w konsekwencji uruchomienie trans-

krypcji szeregu genów zaanga¿owa-

nych w proliferacjê komórek. Inna rola

PTEN polega na hamowaniu przekazy-

wania sygna³ów z receptorów b³ono-

wych do j¹dra komórkowego za po-

œrednictwem uk³adu aktywowanego

przez fosfatydyloinozytol. Poniewa¿

LOH w locus genu PTEN jest wykry-

wana w niemal 1/3 przypadków czer-

niaka skóry, utrata aktywnoœci tego ge-

nu supresorowego mo¿e mieæ istotne

znaczenie w powstawaniu i/lub progre-

sji choroby [8, 10]. 

LOH w obrêbie locus dla genu p53

(najbardziej znany gen supresorowy,

którego inaktywacja dotyczy oko³o po-

³owy przypadków wszystkich nowotwo-

rów z³oœliwych) jest zdarzeniem nieczê-

sto wykrywanym w przypadku czernia-

ka. Dotychczas zmiana ta by³a

wykrywana w ok. 15 proc. przypadków

pierwotnego czerniaka skóry, przewa¿-

nie w stadium du¿ego zaawansowania

klinicznego. Mutacje w obrêbie genu

p53 zosta³y potwierdzone metodami

bezpoœrednimi w ok. 5 proc. przypad-

ków czerniaka [8, 10, 12]. 
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Mikromacierze DNA 
– nowe spojrzenie

Przedstawione powy¿ej zmiany mo-
lekularne dotycz¹ce genów supresoro-

wych pozwalaj¹ na wskazanie kluczo-
wych mechanizmów, zaanga¿owanych

w rozwój choroby u mniej wiêcej po³o-
wy chorych z czerniakiem skóry. Pod-

stawowy problemem jest oczywiœcie
wyjaœnienie patogenezy molekularnej

drugiej po³owy przypadków. Z pomo-
c¹ przychodzi tu technologia mikroma-

cierzy DNA, która pozwala na badanie
transkrypcji wielu tysiêcy genów w ra-
mach jednego eksperymentu. Znacze-

nie takiego badania w interesuj¹cym
nas kontekœcie jest dwojakie: 

��zwiêkszenie iloœci transkryptu dane-
go genu œwiadczy wprost o jego

zwiêkszonej ekspresji, natomiast
zmniejszenie lub zanik transkrypcji –

o jego inaktywacji. Zastosowanie mi-
kromacierzy drastycznie skraca okres

niezbêdny do zbadania ekspresji in-
teresuj¹cych nas genów metodami

tradycyjnymi, a ponadto mo¿e pro-
wadziæ do odkrycia zmian dotych-

czas zupe³nie nieznanych; 
��podstawowe znaczenie dla rozwoju

choroby mo¿e mieæ zmiana ekspre-
sji ca³ych zespo³ów genów (tzw. pro-

fil lub podpis genetyczny), która jest
mo¿liwa do odkrycia tylko w przy-
padku jednoczesnego ich badania. 

Uzyskana w ten sposób wiedza ma

znaczenie nie tylko poznawcze. Nowo
odkryte mechanizmy molekularne mo-

g¹ stanowiæ punkty uchwytu dla dzia-
³ania nowych leków. Ponadto okreœlo-

ne profile ekspresji mog¹ byæ wykorzy-
stywane jako czynnki prognostyczne

i predykcyjne. 
Badania przeprowadzone z zastoso-

waniem mikromacierzy DNA potwier-
dzaj¹ wczeœniejsze dane na temat

zmian molekularnych, zaanga¿owanych
w powstawanie i progresjê czerniaka.

Dotychczas zbadano profile ekspresji
zarówno ustalonych linii komórkowych

tego nowotworu, jak i komórek uzyska-
nych z guzów pierwotnych i przerzuto-

wych rozpoznanych u poszczególnych
pacjentów. W miarê progresji czernia-
ka od postaci nieinwazyjnej do prze-

rzutów odleg³ych nastêpuje utrata eks-
presji ok. 30–40 genów. Równoczeœnie

tylko kilka genów zwiêksza swoj¹ eks-
presjê. Potwierdza to przytoczon¹

wczeœniej hipotezê, ¿e czerniak jest
chorob¹ genów supresorowych [13–16]. 

Rozwój technologii mikromacierzy
DNA ogromnie poszerzy³ mo¿liwoœci
warsztatowe biologów molekularnych.
Z punktu widzenia onkologa kliniczne-
go mo¿na zapytaæ: co z tego wynika
dla pacjenta? Na razie niewiele, a bie-
rze siê to st¹d, ¿e istnieje szereg pro-
blemów czekaj¹cych na rozwi¹zanie.
Najwa¿niejsze z nich to: 
��istniej¹ce ci¹gle powa¿ne trudnoœci
metodologiczne w zakresie prawid³o-
wego opracowania i interpretacji ol-
brzymiej iloœci danych pochodz¹cych
z eksperymentów, w które jest zaan-
ga¿owana technologia mikromacierzy; 

��brak prospektywnych badañ klinicz-
nych, potwierdzaj¹cych efektywnoœæ
pos³ugiwania siê profilami ekspresji
jako czynnikami prognostycznymi
i predykcyjnymi. 

Tym niemniej mikromacierze DNA
bêd¹ niew¹tpliwie – w miarê przezwy-
ciê¿ania powy¿szych trudnoœci – zaj-
mowaæ coraz bardziej znacz¹c¹ pozy-
cjê nie tylko w laboratoriach, ale tak¿e
przy ³ó¿ku chorego. 

ONKOGENY W CZERNIAKU

Mutacje w genach rodziny RAS s¹
wykrywane tylko w ok. 10 proc. przy-
padków czerniaka. Spoœród ogólnej
liczby nowotworów z³oœliwych mutacje
w tych genach spotyka siê w ponad
50 proc. przypadków. Jednak¿e bada-
nia przeprowadzone na liniach komór-
kowych oraz materiale uzyskanym
z guzów pierwotnych wykaza³y, ¿e gen
koduj¹cy bia³ko RAF mo¿e byæ zmu-
towany w ponad po³owie przypadków
czerniaka. RAF jest cytoplazmatyczn¹
kinaz¹ serynowo-treoninow¹ i ulega ak-
tywacji pod wp³ywem RAS. RAF uru-
chamia wspomnian¹ powy¿ej kaskadê
kinaz, której sk³adniki s¹ kolejno fosfo-
rylowane i t¹ drog¹ nastêpuje przeno-
szenie sygna³ów molekularnych stymu-
luj¹cych proliferacjê z powierzchni b³o-
ny komórkowej do j¹dra. Ponadto
wykazano, ¿e bia³ko RhoC, które ma
w³aœciwoœci podobne do RAS, mo¿e
odgrywaæ istotn¹ rolê w nabywaniu
przez komórki czerniaka zdolnoœci do
tworzenia przerzutów [17]. 

Kinaza CDK4, która pe³ni kluczow¹
rolê w fosforylacji bia³ek Rb, wykazuje
obecnoœæ mutacji w kilku procentach
przypadków czerniaka. Mutacje te pro-
wadz¹ do drastycznego zmniejszenia
zdolnoœci wi¹zania siê prawid³owego
bia³ka p16/INK4a ze zmienion¹ cz¹-
steczk¹ CDK4. Równoczeœnie zmuto-

wana forma CDK4 posiada niezmienio-

ne powinowactwo do bia³ek Rb [18]. 

Ró¿ne doniesienia wskazuj¹ na

wa¿n¹ rolê nadekspresji innych onko-

genów w patogenezie molekularnej

czerniaka. Mo¿na tu wymieniæ bia³ko

bcl-2, które jest zlokalizowane w b³o-

nach mitochondrialnych i dzia³a jako

czynnik hamuj¹cy apoptozê. Jednak-

¿e istniej¹ sugestie, ¿e zmiany te wy-

stêpuj¹ stosunkowo póŸno w przebie-

gu choroby. By³by to kolejny argument

przemawiaj¹cy za hipotez¹, ¿e pocz¹t-

kowe etapy powstawania i rozwoju

czerniaka s¹ zale¿ne od utraty ekspre-

sji genów supresorowych [5, 8, 10].

W tym kontekœcie niezwykle intryguj¹-

ca jest rola pewnego onkogenu w pro-

gresji ludzkiego czerniaka. 

Rola c-KIT w czerniaku
Protoonkogen c-KIT (CD117) kodu-

je bia³ko receptorowe obecne w b³onie

komórkowej, którego czêœæ cytopla-

zmatyczna wykazuje aktywnoœæ kinazy

tyrozynowej. Mutacje w obrêbie tego

protoonkogenu prowadz¹ do aktywacji

receptora c-KIT bez koniecznoœci wi¹-

zania siê liganda. W warunkach fizjo-

logicznych bia³ko c-KIT jest obecne

m.in. na macierzystych komórkach

krwiotwórczych. Ligandem aktywuj¹cym

ten receptor jest cytokina SCF (ang.

stem cell factor), która jest w tym przy-

padku wytwarzana przez komórki pod-

œcieliska szpiku kostnego. Niedawno

zmutowany c-KIT zosta³ zidentyfikowa-

ny jako wa¿ny onkogen w guzach zrê-

bu przewodu pokarmowego (GIST).

Odkrycie to, wraz z wykazaniem ha-

mowania aktywnoœci c-KIT przez ima-

tinib, spowodowa³o prze³om w lecze-

niu tych nowotworów [19]. 

W przypadku czerniaka sytuacja jest

doœæ zaskakuj¹ca: onkogen c-KIT sta-

je siê tu genem supresorowym. Ekspre-

sja c-KIT na powierzchni prawid³owych

melanocytów jest du¿a. Natomiast

w przypadku ok. 70 proc. linii komór-

kowych ludzkiego czerniaka ekspresja

ta jest niewykrywalna. Podobna sytu-

acja ma miejsce w przypadku guzów

przerzutowych u pacjentów z czernia-

kiem. Wykazano ponadto, ¿e utrata

ekspresji c-KIT przez komórki czernia-

ka wyraŸnie koreluje z ich potencja³em

do tworzenia guzów przerzutowych

u myszy z nieczynnym uk³adem odpor-

noœciowym. Wyniki kolejnych ekspery-

mentów dowiod³y, ¿e SCF indukuje

apoptozê komórek czerniaka, wykazu-
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j¹cych ekspresjê c-KIT. Nastêpnie wy-
kazano, ¿e ekspresja c-KIT na po-
wierzchni komórek czerniaka znajduje
siê pod kontrol¹ czynnika transkrypcyj-
nego AP-2. Linie komórkowe czerniaka
o wysokim potencjale metastatycznym
nie wykazuj¹ ekspresji AP-2. Utrata eks-
presji AP-2 i c-KIT jest przypuszczalnie
jednym z kluczowych zdarzeñ prowa-
dz¹cych do przejœcia czerniaka z fazy
wzrostu powierzchniowego (radialnego)
do fazy wzrostu g³êbokiego (wertykal-
nego), co w praktyce klinicznej jest wi-
doczne jako rozwój guza naciekaj¹ce-
go skórê w³aœciw¹ [20]. 

Badanie ekspresji AP-2 i/lub c-KIT

mo¿e byæ wykorzystane do prognozo-

wania przebiegu wczesnego czerniaka

skóry. Wykazano, ¿e utrata ekspresji

AP-2 u chorych z czerniakiem w I stop-

niu zaawansowania klinicznego korelu-

je z krótszym czasem ca³kowitego prze-

¿ycia. Ponadto mo¿liwe jest rozwa¿anie

wykorzystania SCF w leczeniu chorych

z czerniakiem w przypadku obecnoœci

ekspresji c-KIT. Mo¿na wreszcie braæ

pod uwagê mo¿liwoœæ zastosowania te-

rapii genowej, polegaj¹cej na transfek-

cji komórek czerniaka prawid³ow¹ ko-

pi¹ genu c-KIT [20, 21]. 

PODSUMOWANIE

Biologia molekularna czerniaka skó-

ry nadal kryje wiele zagadek. Co praw-

da pewne zmiany, które wydaj¹ siê

mieæ kluczowe znaczenie w inicjacji

i progresji tego nowotworu zosta³y zi-

dentyfikowane, to jednak du¿a liczba

problemów nadal oczekuje na rozwi¹-

zanie. Z poznawczego punktu widze-

nia mo¿na pokusiæ siê o przedstawie-

nie kluczowych zmian molekularnych

w powi¹zaniu z konkretnymi zmianami

zachodz¹cymi w biologii melanocytów

na poszczególnych etapach rozwoju

tego nowotworu (ryc. 2.). Natomiast

z klinicznego punktu widzenia wa¿ne

jest, jaka czêœæ naszej wiedzy na te-

mat molekularnej patogenezy czernia-

ka mo¿e byæ przydatna w codziennej

praktyce medycznej. Na razie mo¿na

tu mówiæ raczej tylko o potencjalnych

mo¿liwoœciach, takich jak: 

��wykorzystanie badania nosicielstwa

mutacji (np. w genie koduj¹cym bia³-

ka p16/INK4a i p19/INK4d) do pro-

gnozowania ryzyka wyst¹pienia czer-

niaka; 

��poszukiwanie nowych czynników pro-

gnostycznych i predykcyjnych u cho-

rych z czerniakiem. Mo¿e tu byæ

przydatna zarówno ocena ekspresji

pojedynczych genów (np. AP-2,

c-KIT), jak równie¿ badanie profilu

ekspresji wielu genów przy pomocy

technologii mikromacierzy DNA; 

��poszukiwanie punktów uchwytu dla

dzia³ania nowych leków przeciwczer-

niakowych, oraz mo¿liwoœæ indywidu-

alizacji leczenia w zale¿noœci od wy-

ników badañ molekularnych wykony-

wanych u poszczególnych pacjentów. 

Abstrahuj¹c od szeregu przeszkód

do pokonania na drodze do wykorzy-

stania powy¿szych idei w praktyce

mo¿na podaæ kilka konkretnych przy-

k³adów, jak to zrobiæ [8]: 

��osoby, u których zosta³o wykryte no-

sicielstwo mutacji zwiêkszaj¹cych ry-

zyko zachorowania na czerniaka mo-

g³yby byæ poddane programom edu-

kacyjnym (np. w celu uœwiadomienia

koniecznoœæ unikania ekspozycji na

promieniowanie s³oneczne) oraz œci-

s³ym badaniom przesiewowym; 

��mo¿na wykorzystaæ obecnoœæ pro-

duktów zmutowanych genów w ko-

mórkach czerniaka (np. kinazy

CDK4) w celu indukcji przeciwko nim

odpowiedzi immunologicznej; 

��wprowadzenie prawid³owej kopii ge-

nu p16/INK4a do komórek czerniaka

mog³oby przywróciæ prawid³ow¹ re-

gulacjê cyklu komórkowego, co

w efekcie hamowa³oby progresjê no-

wotworu; 

��w fazie badañ przedklinicznych znaj-

duj¹ siê zwi¹zki ma³ocz¹steczkowe

naœladuj¹ce dzia³anie prawid³owego

bia³ka p16/INK4a, a zatem przywra-

caj¹ce normaln¹ regulacjê cyklu ko-

mórkowego. 

Droga do wykorzystania powy¿szych

idei w praktyce klinicznej jest jeszcze

doœæ d³uga. Tym niemniej reprezentu-

j¹ one bardzo obiecuj¹c¹ dziedzinê

onkologii, czyli tzw. badania translacyj-

ne, które maj¹ na celu wykorzystanie

wiedzy zdobytej podczas prowadzenia

badañ podstawowych do osi¹gniêcia

nowych korzyœci klinicznych u chorych

na nowotwory. Jest to obszar badañ,

których wyniki mog¹ w najbli¿szych la-

tach spowodowaæ znaczne postêpy

w leczeniu nowotworów z³oœliwych. 
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