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Zmiany w obrebie chromosomowego
locus 9p21 wystepuja w wielu typach
nowotwordw, obejmujac rowniez czer-
niaka ztosliwego. W tym obszarze zlo-
kalizowane sg 2 geny supresorowe:
p16 (CDKN2A) i p15 (CDKNZ2B).
Zmiany ekspresji tych genow moga
byc spowodowane przez: homozygo-
tyczne i heterozygotyczne delecje,
mutacje punktowe lub metylacje od-
cinkdw promotorowych. W Zaktadzie
Diagnostyki i Immunologii Nowotwo-
row analizowano 110 przypadkow
czerniaka ztosliwego skory i gatki
ocznej. W zadnym z przypadkdw nie
wykryto metylacji wysp CpG w ge-
nach p16 i p15. Wydaje sie zatem, ze
proces metylacji wysp CpG w odcin-
kach promotorowych nie jest gfownym
mechanizmem wyciszania ekspresji
obu gendw w czerniaku ztosliwym
Skary i gatki oczney.

Stowa kluczowe: czerniak skdry, czer-
niak gatki ocznej, metylacja wysp
CpG, gen p16, p15.

Changes in the chromosome region
9p21 in many types of tumors inclu-
ding malignant melanoma were
observed. There are two suppressor
genes in this region: p16 (CDKN2A)
and p15 (CDKN2B). Number of
mechanism might be involved in
inactivation of these gens. They
include: homozygous and heterozy-
gous deletions, point mutations and
methylation of the promoters. In the
Department of Cancer Immunology
we investigated 110 cases of cutena-
ous and uveal malignant melanoma.
We found no methylation in CpG is-
lands in promotor regions of p16 and
p15 genes. It seems that methylaton
of promoters is not responsible for in-
activation of both genes in cutenaous
and uveal malignant melanoma.
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WSTEP

Rocznie w Polsce wykrywa sie ok.
2 tys. nowych przypadkéw zachorowan na
czerniaka, z ktérych znaczna czes$¢ wyste-
puje w zaawansowanym stadium klinicz-
nym. Wg danych statystycznych wigkszo$¢
wszystkich umiejscowient czerniaka ztosli-
wego stanowi skdra, drugim miejscem wy-
stepowania jest gatka oczna [1, 2].

Etiologia czerniaka nie jest jeszcze
w pemni poznana, ale uwaza sie, ze jest on
wypadkowg szeregu czynnikow zewnetrz-
nych oraz osobniczych. Kluczowym czyn-
nikiem determinujgcym rozwdj czerniaka sa
zmiany w DNA jego komorki prekursorowej
— melanocyta. W komorkach czerniaka ob-
serwuje sie czesto aneuploidie oraz zabu-
rzenia w replikacji genomowego DNA. Ty-
powy profil aberracji (rearanzacje, duplika-
cje czy delecje) w czerniaku ztosliwym
skory obejmuje chromosomy: 1, 6, 7, 9, 10
i 11. Z kolei dla czerniaka gatki ocznej
charakterystyczne sg zmiany w obrebie
chromosomow: 3, 6, 8 oraz 9. Szczegdlne
zainteresowanie w przypadku obu czernia-
kow budzi region p21-22 chromosomu
9 [1]. W tym obszarze zlokalizowane sg
2 geny supresorowe: pl16 (zwany tez
CDKN2A, INK4A lub MTS1) oraz potozony
ok. 25 kb od jego 5 korica - gen p15
(CDKN2B, INK4B). Kodowane przez te ge-
ny biatka wykazujg duze podobieristwo
strukturalne i funkcjonalne, odrywajac istot-
ng role w regulacji cyklu komoérkowego [3].
P16 i P15 sa inhibitorami kinaz zaleznych
od cyklin, w szczegoélnosci CDK4 i CDKe,
biorgcych udziat w fosforylacji Rb [4, 5]. P16
moze kontrolowac¢ cykl komdrkowy takze po-
przez bezposrednig regulacje transkrypciji.
W tym przypadku CDKN2A, wigzac sig z C-
korncowg domeng polimerazy RNA Il unie-

mozliwia fosforylacje tego fragmentu przez
czynnik transkrypcyjny TFIIH [6]. Dodatko-
wo okazato sie, ze dzieki unikalnej organi-
zacji eksonu 1 genu p16 w tym samym lo-
cus oprécz P16 kodowane jest takze biat-
ko P14ARF. Poprzez wigzanie sie z MDM2
zapobiega degradacji biatka P53, wptywa-
jac w ten sposob na jego stabilizacje. Tym
samym P16 stanowi istotne ogniwo tgcza-
ce 2 najwazniejsze szlaki regulacji cyklu
komorkowego [7].

Zmiany w obrebie 9p21-22 pojawiajg sie
w szeregu typdw nowotwordw z rézng cze-
stotliwos$cig, a do najczesciej wystepujg-
cych nalezg homo- i heterozygotyczne de-
lecje, obejmujace przede wszystkim gen
p16 wraz z przylegtym do niego genem
p15 [8, 9]. Duza zawartos¢ 2-nukleotydow
CpG (67 proc.) w genach p15 i p16 wska-
zywata, ze innym rodzajem regulacji eks-
presji moze by¢ metylacja wysp CpG
w odcinkach promotorowych [10, 11]. Me-
tylacje cytozyny genu p16 stwierdzono
m.in. w raku gtowy i szyi, piersi, okrezni-
cy, pecherza czy w glejakach [8]. Z kolei
w schorzeniach obejmujacych szpiczaka
mnogiego [12], zespdt mielodysplastyczny
[13] oraz w pierwotnej ostrej biataczce [14]
wystgpita metylacja w genie p15. Metyla-
cje wysp CpG wykazano takze w czernia-
ku ztosliwym skory i gatki oczne;.

W Zaktadzie Diagnostyki i Immunologii
Nowotworéw poddano badaniu 110 prepa-
ratow tkankowych, z ktérych 80 pochodzi-
to od chorych na czerniaka ztosliwego gat-
ki ocznej. W 30 przypadkach materiat po-
chodzit od chorych na czerniaka ztosliwego
skory. Jako standardowg metode badaw-
cza wybrano MSP (methylation specyfic
PCR). W analizie tej zmodyfikowany che-
micznie DNA stuzy jako matryca w reakcji
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Fot. 1. Analiza metylaciji promotora genu p15 w czerniaku ztosliwym skory

PCR z zastosowaniem 2 rodzajow starte-
réw umozliwiajgcych rozréznienie formy
zmetylowanej od niemetylowane;j.

MATERIALY | METODY
Izolacja genomowego DNA

DNA byto izolowane z zamrozonych tka-
nek nowotworowych. Izolacje przeprowadza-
no wg standardowej metody z zastosowaniem
proteinazy K, nastepnie stosowano kilkakrot-
ng ekstrakcje fenolem (pH 8.0) i chlorofor-
mem. Oczyszczony DNA byt wytrgcany przy
pomocy 5M NaCl oraz etanolu. Osady byty
suszone, a nastepnie rozpuszczane w H,O.
Stezenia mierzono spektrofotometrycznie, a ja-
kos¢ wyizolowanego DNA sprawdzano stosu-
jac elektroforeze agarozows.

Analiza metylacji wysp CpG w odcinkach
promotorowych genow p16i p15

DNA o stezeniu 1 pg poddawano mody-
fikacji chemicznej przy pomocy 3 M podsiar-
czynu sodowego i 10 nM hydrochinonu
zgodnie z opisem podanym przez Herman
i wsp. [15]. Nastepnie DNA oczyszczano
przy pomocy zestawu Wizard® DNA Clean-
up (Promega) wg instrukcji podanej przez
producenta. Modyfikacje chemiczna konczo-
no przez dodanie 3M NaOH. W koricowym
etapie DNA precypitowano etanolem; tak

-

Fot. 3. Analiza metylaciji promotora genu p16 w czerniaku ztosliwym skory

przygotowane stanowito matryce w reakcji
MSP z odpowiednio dobranymi starterami.
Reakcja byta przeprowadzana w objetosci
10 pl w nastepujgcym profilu termicznym:
wstepna denaturacja 95°C/12’; 95°C/45’;
60°C/45’; 72°C/60'. Catos¢ zamykata sig w 35
cyklach, po ktérych nastepowata koncowa
elongacja w temp. 72°C przez 5 min. Po re-
akeji MSP produkty amplifikacji sprawdzano
w 2-procentowym zelu agarozowym.

WYNIKI

W przypadku genu p15 oraz p16 produk-
ty reakcji PCR otrzymano jedynie w reakcji
z zastosowaniem starterow pozwalajacych
na powielenie fragmentéw niemetylowanych.
W zadnym ze 110 przypadkoéw, zaréwno dla
genu p15, jak i p16 nie stwierdzono metyla-
cji w odcinkach promotorowych.

DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanych wynikéw wyda-
je sie, ze metylacja wysp CpG nie jest odpo-
wiedzialna za utrate ekspresji biatek P16
i P15 w czerniaku ztosliwym skory i gatki
ocznej. Wyniki te sg zgodne z rezultatami
uzyskanymi przez innych badaczy. Gonzalgo
i wsp. [16] badali 30 przypadkéw czerniaka
skory. Przy zastosowaniu takich metod jak:
MSP, Ms-NuPE oraz Southern-blott w 3 przy-
padkach (10 proc.) stwierdzono metylacje

Fot. 2. Analiza metylacji promotora genu p15 w czerniaku ztosliwym gatki ocznej

promotora p16. Z kolei Merbs i Sindransky
[17] analizowali za pomoca MSP wystepowa-
nie metylacji w 33 przypadkach czerniaka na-
czynidwkowo-rzeskowego. W 2 przypadkach
(6,1 proc.) wykazano obecnos¢ metylacji pro-
motora w genie p16. W badaniach autoréw
nie wykazano obecnosci metylacji w p16 ani
w p15. Podsumowujgc catg analize 110 przy-
padkoéw czerniaka wydaje sie, ze proces me-
tylacji odcinkéw promotorowych jest zjawi-
skiem rzadkim i nie ma wigkszego wptywu na
obnizanie ekspresji biatek P16 i P15.

Powstaje wiec pytanie, jakie inne me-
chanizmy mogg by¢ zaangazowane w in-
aktywacje genéw p16 i p15 w obu typach
czerniakow. Dotychczas stwierdzono, ze in-
aktywacje w ww. genach oprocz metylacji
mogg powodowac [18, 19, 20]:

D homozygotyczne delecje,

d LOH,

D mutacje punktowe w czesci kodujacej,
D niestabilnos¢ odcinkéw mikrosatelitarnych.

Najwiecej przyktaddéw opisujacych wptyw
ww. mechanizméw na ekspresje p16 i p15
dotyczy czerniaka ztosliwego skory. Wiekszos¢
zmian zlokalizowana jest w obrebie genu p16.
Dominujgcym mechanizmem inaktywacji ge-
nu p15 wydaje sie by¢ homozygotyczna de-
lecja, ktéra obejmuje zasiegiem rownoczesnie
p16. Istniejg rowniez przypadki, w ktérych

Fot. 4. Analiza metylaciji promotora genu p16 w czerniaku ztosliwym gatki ocznej
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stwierdzano wystepowanie mutacji punkto-
wych w p15 niezaleznie od p16. Matsumura
i wsp. [20] analizowat 44 pierwotne i 10 prze-
rzutowych przypadkéw czerniaka skory.
W jednym przypadku wykazano mutacje
punktowg w genie p15 wystepujaca niezalez-
nie od p16. Z kolei w 10 przerzutowych czer-
niakach stwierdzono po jednej mutacji, wyste-
pujacej zarowno w pi15 jak i w p16. Jednym
z wnioskéw Matsumura i wsp. [20] byto
stwierdzenie, ze mutacje mogg by¢ charak-
terystyczne dla pdzniejszych etapdéw rozwoju
czerniaka. Stusznosc¢ tej tezy wydajg sie po-
twierdza¢ wyniki otrzymane przez Platza
i wsp. [21], ktory analizowat 25 przypadkow
czerniaka ztosliwego, bedacego w stadium
przerzutowosci. U 3 pacjentéw (12 proc.) ze-
spot ten wykazat obecnos¢ mutacji w p16.
W Zaktadzie Diagnostyki i Immunologii Nowo-
tworéw rowniez przeprowadzono analize mu-
tacyjng genu p16. Lacznie przeanalizowano
160 przypadkow, z czego 144 stanowili cho-
rzy ze zdiagnozowanym czerniakiem — mela-
noma malignum. W sumie wykryte mutacje
somatyczne wystapity w 10 proc. przypad-
koéw. Nie stwierdzono zadnej zmiany o cha-
rakterze dziedzicznym. Podobna analiza zo-
stata przeprowadzona dla czerniaka naczy-
nidwki. W analizowanym materiale wykryto
substytucje w kodonie 84 GAC/GAT, ktéra nie
powodowata zmiany kodowanego aminokwa-
su (Wspdtczesna Onkologia, 6: 1999).

Innym sposobem inaktywaciji p16 i p15 sg
homo- i heterozygotyczne delecje. Fujimoto
i wsp. [22] badali 46 przypadkéw pierwotne-
go czerniaka skory. LOH zostata stwierdzona
w 11 przypadkach. Ta sama liczba przypad-
kow byta przedmiotem analizy metylacji z za-
stosowaniem MSP. Nie stwierdzono metylacii
w genie p16. Przeprowadzono takze analize
immunohistochemiczng. W 6 z 39 przypad-
kow (15 proc.) wykazano catkowitg utrate eks-
presji biatka. W jednym z nich stwierdzono
rownoczesnie LOH. Najwyrazniej zwigzek po-
miedzy LOH a utratg ekspresji P16 zostat po-
kazany przez Funka i wsp. [23]. Zespodt ten
badat 92 przypadki czerniaka skory.
W 5 z 7 analizowanych przypadkéw, w kto-
rych nie stwierdzono ekspresji P16 wykazano
LOH. Ponadto w jednym z nich obserwowa-
no takze metylacje w zachowanym allelu p16.
W innych badaniach Ohta i wsp. [24] anali-
zowali m.in. czestos¢ wystepowania LOH oraz
homozygotycznych delecji w 66 przypadkach
czerniaka skory o charakterze przerzutowym
i w 19 pierwotnych czerniakach gatki ocznej.
Utrate heterozygotycznosci wykazano odpo-
wiednio w 40 (63 proc.) i 6 (32 proc.) przy-
padkach, natomiast wystepowanie homozygo-
tycznych delecji w 19 (30 proc.) i 5 (26 proc.)
przypadkach. Wyniki tych badan wydajg sie
wskazywac, ze LOH jest charakterystyczne dla
bardziej zaawansowanych form czerniaka. Nie-
stety, autorzy nie przeprowadzili réwnolegle
analizy immunohistochemicznej, stgd nie moz-
na jednoznacznie stwierdzi¢ czy LOH mogta
mie¢ zwigzek z utratg ekspresji P16. W innych
badaniach Eggeling i wsp. [25] analizowali 11
przypadkow czerniaka skory o charakterze

przerzutowym. Utrata heterozygotycznosci i ho-
mozygotycznosci byta wykrywana w 9 (82
proc.) przypadkach. W 36 proc. przypadkow
wykazano homozygotyczng delecje markera
D9S1748. Wskazuje to, zdaniem Eggelinga
i wsp. [25], ze w sagsiedztwie p15 lub p16
moze znajdowac sie inny gen supresorowy
zwigzany z progresjg czerniaka.

Wydaje sie, ze dla czerniaka skory naj-
bardziej charakterystyczny mechanizm in-
aktywacji to homo- i heterozygotyczne de-
lecje. Nie jest takze wykluczone, ze moga
sie do tego przyczynia¢ rowniez mutacje
punktowe, metylacje czy niestabilnos¢ od-
cinkéw mikrosatelitarnych.

W przypadku czerniaka gatki ocznej spra-
wa jest znacznie bardziej skomplikowana.
Nowotwor ten nie byt tak intensywnie bada-
ny jak czerniak skory. Jednak i tutaj wyste-
puje wysoki odsetek LOH i homozygotycz-
nych delecji. Podobnie jak w czerniaku sko-
ry utrata ekspresji P16 wydaje sie miec¢
zwigzek z progresjg molekularng. Brakuje do
tej pory danych pokazujgcych zwigzek po-
miedzy LOH a utratg ekspresji P16. Niekto-
rzy badacze [26] zmniejszajg role 9p21
w powstawaniu czerniaka oka. Wieksze zna-
czenie wydaje sie mie¢ w tym przypadku
monosomia chromosomu 3 [27]. Nalezy mie¢
nadzieje, ze prace trwajgce nad sekwencjo-
nowaniem ludzkiego genomu wskazg inne
geny, w ktérych zmiany moga mie¢ zwigzek
z powstawaniem czerniaka ztosliwego.
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